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11 EINLEITUNG
Die pflanzliche Gentechnik eröffnet die Möglichkeit die Produktivität von Agrarpflanzen
quantitativ zu verbessern und die Qualität der Ernteprodukte den Bedürfnissen der
Verwendung als Nahrungsmittel oder als Industrie-Rohstoff anzupassen (Heldt, 1996). So ist
es möglich, einzelne Gene gezielt in eine Vielzahl höherer Pflanzen, zu denen auch
landwirtschaftlich wichtige Nutzpflanzen gehören, einzubringen und so resistente oder hoch
produktive Pflanzenlinien zu erzeugen. Dabei stellt die Beeinflussung physiologischer
Vorgänge, wie der Photosynthese oder der Photorespiration, einen wichtigen Aspekt dar. In
den letzten Jahren konnte durch die Erzeugung und Analyse von transgenen Pflanzen, die
stoffwechselrelevante Enzyme überexprimieren, oder in denen die Expression dieser Enzyme
durch Antisense-Cosuppression weitgehend unterdrückt wird, weitreichende Erkenntnisse
bezüglich deren Funktion und Regulation im pflanzlichen Metabolismus erlangt werden
(STITT und SONNEWALD, 1995, FURBANK und TAYLOR, 1995).
1.1 Mechanismen der CO2-Fixierung
Eine Vielzahl der agrarwirtschaftlich relevanten Pflanzen zeigen eine Adaptation an
gemäßigte Klimazonen und betreiben eine sogenannte C3-typische Photosynthese. Bei ihnen
laufen alle Reaktionen zur Konvertierung von Lichtenergie in chemische Energie, die zur
Fixierung von CO2 und der damit verbundenen Synthese von reduzierten
Kohlenstoffverbindungen führen, in einem Chloroplastentyp ab. Die Assimilation von
atmosphärischem CO2 erfolgt in einem zyklischen Prozeß, dem Calvin-Zyklus. Das Enzym
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) katalysiert dabei die primäre
Kohlenstoffixierung, bei der CO2 über die Kondensation mit Ribulose-1,5-bisphosphat
(RuBP) eingefangen wird und 2 Moleküle 3-Phosphoglycerat, einer Verbindung aus drei
Kohlenstoffatomen, entstehen, auf die der Name dieses Photosynthesetyps zurückzuführen ist
(CALVIN und BASSHAM, 1962). Daneben zeigt das Enzym Rubisco auch eine
Oxygenaseaktivität und katalysiert die Bindung von O2 an Ribulose-1,5-bisphosphat,
wodurch neben 3-Phosphoglycerat auch Glykolat gebildet wird, welches nicht in den Calvin-
Zyklus eingeschleust werden kann und über den photorespiratorischen Stoffwechselweg unter
Aufwendung von ATP und NADPH in Phosphoglycerat überführt werden muß, wodurch die
Effizienz dieses Photosynthesetyps stark eingeschränkt wird (FURBANK und TAYLOR,
1995, SHEEN, 1999).
2Im Gegensatz dazu zeigen die sogenannten C4-Pflanzen eine Anpassung an heiße, trockene
Standorte mit hohem Lichtangebot, an denen die CO2-Konzentration der Luft zum
limitierenden Faktor der Photosynthese wird (EDWARDS, 1999). Diese Pflanzen zeichnen
sich durch hohe Photosyntheseraten, schnelles Wachstum und eine hohe Effizienz bezüglich
Stickstoff- und Wassernutzung aus (KU et al., 1996). Mit Hilfe einer biochemischen CO2-
Pumpe konzentrieren sie CO2 am aktiven Zentrum der RubisCO wodurch die
Oxygenaseaktivität des Enzyms supprimiert und die Photorespiration nahezu vollständig
inhibiert wird (FURBANK und TAYLOR, 1995, KU et al., 1996, LEEGOOD, 1997). Die
Mehrheit der C4-Pflanzen weist im Assimilationsgewebe eine spezifische, sogenannte
“Kranzanatomie” auf, in der um die Leitbündel Scheidenzellen angeordnet sind, die wiederum
von Mesophyllzellen umgeben werden. Diese beiden Zelltypen beinhalten unterschiedliche
Chloroplastentypen, die bei der Kohlenstoffassimilation kooperieren (LEEGOOD, 1997).
Das Enzym Carboanhydrase leitet die CO2-Fixierung im Cytoplasma der Mesophyllzellen
durch die Umwandlung von CO2 zu HCO3- ein und stellt so das Substrat der
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) zur Verfügung, welche die Kondensation von
Bicarbonat und Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Oxalacetat katalysiert, einer C4-Säure, auf die
der Name dieses Photosynthesetyps zurückzuführen ist. Die PEPC besitzt im Gegensatz zur
RubisCO keine Oxygenaseaktivität. Das gebildete Oxalacetat wird anschließend in
Abhängigkeit vom jeweiligen C4-Decarboxylierungstyp durch NADP-Malatdehydrogenase
zu Malat reduziert oder durch das Enzym Aspartataminotransferase zu Aspartat transaminiert
(LEEGOOD, 1997). Diese C4-Verbindungen diffundieren in die Bündelscheidenzellen, in
denen das fixierte CO2 durch eine der drei Decarboxylasen PEP-Carboxykinase, NAD-
Malatenzym oder NADP-Malatenzym freigesetzt wird. Aufgrund der niedrigen
Gaspermeabilität der Bündelscheidenzellen (JENKINS et al., 1989) steigt dort die CO2-
Konzentration gegenüber der atmosphärischen Konzentration um das 10fache an, wodurch die
Carboxylaseaktivität der RubisCO begünstigt und die Oxygenaseaktivität unterdrückt wird
(FURBANK und TAYLOR; 1995). Das freigesetzte CO2 wird in den Chloroplasten durch die
RubisCO refixiert und in den Calvin-Zyklus eingeschleust.
Die Effizienz dieses Photosynthesestyps spiegelt sich im gegenüber C3-Pflanzen stark
erniedrigten CO2-Kompensationspunkt (Γ) wider, der durch die CO2-Konzentration definiert
ist, die eine Pflanze in einem geschlossenen System nicht weiter absenken kann. Bei C3-
Pflanzen beträgt Γ 35-70 ppm, bei C4-Pflanzen 0-5 ppm (HELDT, 1996).
3Auch bei Pflanzen des Crassulacean Acid Metabolism (CAM)-Typs, die ebenfalls an aride
Standorte adaptiert sind, tritt eine C4-ähnliche Photosyntheseform auf, bei der jedoch keine
räumliche sondern eine zeitliche Separierung der einleitenden Carboxylierungsreaktion
vorliegt (EDWARDS, 1999). Während der Nacht, wenn durch die Stomata-Öffnung kein
Wasserverlust droht, findet die Assimilation von atmosphärischem und respiratorischem CO2
durch das Enzym PEPC statt, wobei Oxalacetat entsteht, welches anschließend durch eine
cytosolische oder mitochondriale NADP-Malatdehydrogenase zu Malat reduziert wird. Dieses
Malat dient als Speicherform und wird in die Vakuolen eingelagert. Am Tag wird das so
fixierte CO2 durch Decarboxylierung freigesetzt und via RubisCO in den Calvin-Zyklus
eingeschleust. Auch die CAM-Pflanzen unterteilt man in Anlehnung an die jeweilige
Decarboxylase in verschiedene C4-Decarboxylierungstypen (CUSHMAN und BOHNERT,
1999).
Daneben gibt es einige Pflanzen unterschiedlicher Gattungen, deren Photosynthesetyp als C3-
C4-intermediär anzusehen ist. In fast allen dieser Gattungen treten daneben auch Arten auf,
die eine reine C3- oder C4-Photosynthese betreiben. Die intermediären Pflanzentypen stellen
vermutlich evolutionäre Bindeglieder dar, die im Begriff sind, sich vom C3- zum C4-Typ zu
entwickeln und weisen eine verkürzte Form der C4-Photosynthese auf (MONSON et al.,
1984, RAWSTHORNE, 1992, HÄUSLER, zur Veröffentlichung eingereicht).
Die zur Ausprägung des C4-Stoffwechsels benötigten Enzyme treten auch in C3-Pflanzen auf,
wobei sie dort jedoch Funktionen im Grundstoffwechsel haben und nicht an
photosynthetischen Prozess beteiligt sind oder nur in bestimmten Differenzierungsphasen
auftreten. In jungen Entwicklungsstadien der C3-Pflanzen Gerste und Erbse tritt ein limitierter
C4-Photosyntheseweg auf, während im reifen Gewebe die CO2-Fixierung nach dem C3-Typ
erfolgt. Während der Keimung läßt sich bei Weizen- und Bohnenkeimen eine erhöhte PEP-
Carboxylase Aktivität nachweisen, deren Funktion in der Refixierung des durch die Atmung
freigesetzten CO2 vermutet wird (GONZÁLES et al., 1998, GOLOMBEK et al., 1999).
Desweiteren gibt es Pflanzen, die in Abhängigkeit von den Umweltbedingungen vom C3-
zum C4-Fixierungstyp wechseln können. Dabei handelt es sich zumeist um aquatische
Makrophyten, wie Hydrilla verticillata, die eine induzierbare C4-Photosynthese, aber keine
typische Kranzanatomie aufweisen (SPENCER et al., 1996, MAGNIN et al., 1997). Unter
Stressbedingungen, so zum Beispiel wenn die CO2-Konzentration im Wasser aufgrund
ansteigender Wassertemperatur abfällt, werden verschiedene C4-typische Enzyme, wie die
4PEPC, die Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase (PPDK) und die NAD/NADP-Malatenzyme
(NAD/NADP-ME) induziert (COOLEY et al., 1994).
In der Gesamtheit lassen es diese Beobachtungen möglich erscheinen, einen dem C4-Typ
ähnlichen Fixierungsmechanismus in C3-Pflanzen durch die Einbringung entsprechender
Enzyme zu etablieren und damit die Effizienz dieser Pflanzen bezüglich der CO2-Fixierung
erheblich zu steigern.
1.2 Modell zur CO2-Vorfixierung bei C3-Pflanzen
Am Institut für Biologie I der RWTH Aachen ist ein Arbeitsmodell entwickelt worden, das
die sukzessive Transformation der C3-Pflanze Solanum tuberosum mit C4-typischen Genen
und damit die Etablierung eines CO2-Vorfixierungsmechanismus vorsieht. Ziel ist die
Inhibition der Oxygenasereaktion der RubisCo und dadurch eine Verminderung der Verluste
durch Photorespiration.
Abb. 1 Modell zur CO2-Vorfixierung in C3-Pflanzen.
Mal: Malat;  OAA: Oxalacetat;  PEP: Phosphoenolpyruvat;  Pyr: Pyruvat;
1 Carboanhydrase 5 NADP-abhängiges Malatenzym
2 PEP-Carboxylase 6 PEP-Synthetase
3 OAA-Translokator 7 PEP-Carboxykinase
4 NADP-Malatdehydrogenase 8 Triosephosphat-Translokator
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5Neben atmosphärischem wird auch das im Verlauf der Photorespiration freigesetzte CO2
durch das im Cytoplasma der Mesophyllzellen vorliegende Enzym Carboanhydrase in HCO3-
umgewandelt (HATCH und BURNELL, 1990). Damit steht das Cosubstrat des Enzyms
PEPC zur Verfügung, welche durch Carboxylierung von PEP die C4-Säure Oxalacetat (OAA)
bildet. Das Oxalacetat wird über einen in C3-Pflanzen vorhandenen Translokator (FLÜGGE,
1998) in die Chloroplasten transportiert und dort entweder durch die endogene NADP-
Malatdehydrogenase (HELDT, 1996) zu Malat umgesetzt oder alternativ durch eine
heterologe PEP-Carboxykinase (PEPCK) unter ATP-Verbrauch und Freisetzung von PEP
direkt decarboxyliert. Gebildetes Malat wird mittels des NADP-abhängigen Malatenzyms
decarboxyliert und Pyruvat entsteht, welches durch Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase (PPDK)
oder PEP-Synthetase zu PEP umgesetzt wird. Durch beide Enzymsequenzen kommt es zur
Freisetzung von CO2 in der unmittelbaren Umgebung der RubisCo und damit zur
Unterdrückung der Oxygenase-Reaktion und letztendlich zur Reduktion der Photorespiration.
Durch den Rücktransport des regenerierten PEP ins Cytoplasma über einen spezifischen
Translokator steht dieses dort wieder als CO2-Akzeptor zur Verfügung. Da die Richtung des
Transports in der Regel vom Konzentrationsgefälle des Metaboliten über der Membran
abhängt (Dr. HÄUSLER, persönliche Mitteilung), kann angenommen werden, daß der Export
des PEP ins Cytoplasma über den endogenen spezifischen Triosephosphat-Translokator
erfolgt. Eine Erhöhung der Transportkapazität kann darüber hinaus durch Überexpression
entsprechender Translokatoren-Sequenzen (FISCHER et al., 1994) erreicht werden.
Zur Etablierung des beschriebenen CO2-Konzentrierungsmechanismus in S. tuberosum sind
bereits grundlegene Arbeiten geleistet worden. So konnte die Überexpression des pps-Gens
aus E. coli und des Me2-Gens aus Flaveria pringlei sowie der Chloroplastenimport der
resultierenden PEPS und des NADP-abhängigen Malatenzyms durch Kopplung der Gene an
die Transitpeptidsequenz der kleinen Untereinheit der RubisCo aus S. tuberosum (rbcS1)
erreicht werden (PANSTRUGA et al., 1997, LIPKA, 1999). Daneben wurden die Gene für
die PEPCK aus Saccharomyces cerevisiae und Sinorhizobium meliloti ebenfalls an diese
Transitpeptidsequenz gekoppelt und in Kartoffelpflanzen übertragen (PANSTRUGA, 1996,
LIPKA, 1999).
Von zentraler Bedeutung für die Etablierung dieses Zyklus ist eine hohe PEPC-Aktivität.
Dazu wurden zunächst C4-spezifische Gene aus Zea mays und Flaveria trinervia in das
Genom von S. tuberosum integriert (BECKER, 1990). Da dadurch nur eine um den Faktor 2,6
erhöhte PEPC-Aktivität erreicht werden konnte (MERKELBACH, 1994), wurden später die
6prokaryotischen ppc-Gene aus Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum zur
Transformation von Kartoffelpflanzen herangezogen, da deren Genprodukte weniger stark
regulatorischen Einflüssen unterliegen sollten als pflanzliche PEP-Carboxylasen. Mittels des
ppc-Gens aus C. glutamicum konnten transgene Linien etabliert werden, die eine um den
Faktor 3,6 erhöhte Aktivität dieses Enzyms aufweisen (GEHLEN, 1997).
1.3 Phosphoenolpyruvat-Carboxylasen
Die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) ist bei höheren Pflanzen ubiquitär
verbreitet und tritt daneben bei einer Vielzahl von Bakterien, Cyanobakterien und Grünalgen
auf (CHOLLET et al., 1996). Sie katalysiert in Anwesenheit von HCO3- und Mg2+-Ionen die
unter physiologischen Bedingungen weitgehend irreversible β-Carboxylierung von
Phosphoenolpyruvat zu Oxalacetat und anorganischem Phosphat (LEPINIEC et al., 1994).
Das Enzym besteht aus vier identischen Untereinheiten, deren Molekulargewicht in
Abhängigkeit vom jeweiligen Organismus zwischen 100 und 130 kD variiert (YOSHINAGA
et al., 1974). Die PEPC ist ein homotetrameres Enzym, dessen Aktivität von verschiedenen
Effektoren, wie Glukose-6-Phosphat, L-Malat, Aspartat, Acetyl-CoA, dem pH-Wert und der
Temperatur beeinflußt wird (LEPINIEC et al., 1994).
In C4- und CAM-Pflanzen spielen photosynthetische Formen der PEPC eine zentrale Rolle
bei der CO2-Assimilation (vgl. 1.1). Daneben treten sowohl in diesen als auch in C3-Pflanzen
in fast allen Organen sogenannte C3-Isoformen der PEPC auf, die eine geringere Aktivität
aufweisen und anapleurotische Funktionen im Grundstoffwechsel der Pflanze haben
(LATZKO und KELLY, 1983). Die einzelnen Isoformen des Enzyms besitzen dabei
unterschiedliche kinetische Eigenschaften, die mit ihrer Rolle im zellulären Metabolismus
korrelieren (TING und OSMOND, 1973a, 1973b).
Eine der zentralen Aufgaben des Enzyms ist die Bereitstellung von Intermediaten des Citrat-
Zyklus. Zur Stickstoffassimilation und Aminosäurebiosynthese werden dem Citrat-Zyklus
kontinuierlich Kohlenstoffgerüste entzogen und die anapleurotische Reaktion der PEPC dient
dazu, den Zyklus mit benötigten Intermediaten, namentlich Oxalacetat und den
Folgeprodukten Malat und 2-Oxoglutarat, aufzufüllen (MELZER und O´LEARY, 1987,
HUPPE und TURPIN, 1994). Desweiteren gibt es Hinweise darauf, daß der
Kohlenstoffmetabolismus in Abhängigkeit von der Stickstoff-Verfügbarkeit reguliert wird
7und die PEPC ein Schlüsselenzym in der Regulation zwischen dem Kohlenstoff- und
Stickstoff-Metabolismus der Pflanze darstellt (GOLOMBEK et al., 1999). So induziert die
Gabe von Stickstoff in Maisblättern die Bildung von PEPC-Transkripten und die Aktivierung
des Enzyms (SUGHIARTO und SUGIYAMA, 1992). Nach einem Modell von MANH et al.
(1993) bewirkt ein hoher Stickstoff-Level in Weizenblättern eine Abnahme an Sucrose und
eine vermehrte Bildung an Aminosäuren durch eine gleichzeitige Aktivierung von PEPC und
Deaktivierung der Sucrose-Phosphat-Synthase. Die Ergebnisse legen den Schluß nahe, daß
die anapleurotische CO2-Fixierung durch die PEPC für die gesteigerte Aminosäurebildung
verantwortlich ist.
Eine weitere Aufgabe der C3-Form besteht in der Feinregulierung des cytosolischen pH-
Wertes. Bei der Reduktion von Nitrat entstehende OH--Ionen werden durch die Bildung von
Malat abgepuffert und so der cytosolische pH-Wert durch die PEPC aufrechterhalten
(KAISER und BRENDLE-BEHNISCH, 1995).
Auch bei der Bewegung der Stomata spielt die PEPC bei den meisten Pflanzen eine
wesentliche Rolle. Während des Öffnens der Stomata wird durch die PEPC Oxalacetat
gebildet, welches weiter zu Malat reduziert wird und den Einstrom von K+-Ionen in die
Nebenzellen kompensiert und so die Elektroneutralität wiederherstellt (RASCHKE et al.,
1988). In den Schließzellen von Vicia faba konnte eine spezifische Isoform der PEPC
nachgewiesen werden, die sich kinetisch von den übrigen Isoformen des Blattes unterscheidet
(SCHULZ et al., 1992).
In Pflanzen ist die PEPC besonders während der Fruchtreifung und Samenbildung von
Bedeutung (LEPINIEC et al., 1994, CHOLLET et al., 1996). Dort spielt das Enzym auch bei
der Refixierung von respiratorisch freigesetztem CO2 eine wichtige Rolle. So treten in
bestimmten Geweben dieser Organe, wie dem unreifen Gersten-Perikarp (DUFFUS und
ROSIE, 1973), der Testa von Erbsen-Samen (HEDLEY et al., 1975) und im inneren Gewebe
von Tomaten-Früchten (LAVAL-MARTIN et al., 1977) erhöhte PEPC-Aktivitäten auf. Die
photosynthetisch aktiven Gewebe, die die Getreidekörner umgeben sowie das Perikarp dieser
Körner weisen durchschnittlich höhere PEPC-Aktivitäten auf als die Blätter der Pflanzen
(LATZKO und KELLY, 1983). Bei Weizenpflanzen läßt sich im Perikarp eine gegenüber den
Blättern vierfach erhöhte PEPC-Aktivität nachweisen (WIRTH et al., 1977).
8In C4-Pflanzen unterliegt die PEPC einer komplexen Regulation durch positive (z.B.
Glukose-6-Phosphat) oder negative (z.B. L-Malat) Metaboliteffektoren. Die kovalente
Modifizierung der photosynthetischen PEPC durch reversible Phosphorylierung ist
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (HUBER et al., 1994, LEPINIEC et al., 1994,
VIDAL et al., 1996) und betrifft einen einzelnen Serin-Rest nahe dem N-Terminus der
Proteinuntereinheit (JIAO et al., 1991, DUFF et al., 1995). Das phosphorylierte Enzym ist
weniger sensitiv für eine Inhibierung durch Malat und sensitiver für eine Aktivierung durch
Glukose-6-Phosphat (LEEGOOD, 1997). Die Aktivität der an der Proteinmodifikation
beteiligten Proteinkinase und Phosphatase unterliegt diurnalen Änderungen (JIAO et al.,
1991), wobei eine lichtabhängige Aktivierung der Kinase nicht aber der Phosphatase gezeigt
werden konnte (ECHEVARRIA et al., 1994).
Es gibt vermehrt Hinweise darauf, daß auch die C3-Formen der PEPC durch reversible
Phosphorylierung der N-terminalen Domäne reguliert werden (LEPINIEC et al., 1994, DUFF
et al., 1995, ZHANG et al., 1995). So findet sich bei allen bisher untersuchten pflanzlichen
PEP-Carboxylasen, nicht jedoch bei bakteriellen Formen des Enzyms, ein für den
Aktivierungs / Deaktivierungsmechanismus relevantes hochkonserviertes Aminosäuresequenz
Motiv (CHOLLET et al., 1996). Desweiteren konnte in den Blättern von Weizen- und
Tabakpflanzen, aber auch in den Wurzeln verschiedener Pflanzen PEPC-Kinase-Aktivität
nachgewiesen werden. Die Gesamtheit der Ergebnisse läßt vermuten, daß die
Phosphorylierung der cytosolischen PEPC den wichtigsten posttranslationalen Mechanismus
zur Änderung der allosterischen Eigenschaften und Aktivität dieses pflanzlichen Enzyms
darstellt (CHOLLET et al., 1996).
In Übereinstimmung mit den zahlreichen unterschiedlichen Funktionen des Enzyms konnte
durch genomische Southern- und Expressionsanalysen gezeigt werden, daß in bislang allen
näher untersuchten höheren Pflanzen-Species ppc-Multigenfamilien existieren (LEPINIEC et
al., 1994, ERNST und WESTHOFF, 1997). Das Expressionsmuster der Gene ist dabei häufig
organ- oder entwicklungsspezifisch. So weist Sorghum drei unterschiedliche Gene auf, die die
C3-, C4- und Wurzelform der PEPC codieren (LEPINIEC et al., 1993). In Zea mays
existieren mindestens fünf und in Flaveria vier ppc-Gene, die sich in drei unterschiedliche
Gruppen einordnen lassen (SCHÄFFNER et al., 1992, ERNST und WESTHOFF, 1997). In
F. trinervia wird die C4-Form des Enzyms durch die sogenannte PpcA-Gengruppe codiert
wobei auch in der C3-Pflanze F. pringlei homologe PpcA-Gene auftreten, die dort jedoch
schwächer exprimiert werden (HERMANS und WESTHOFF, 1992).
9Pflanzliche ppc-Gene weisen, bis auf wenige bislang bekannte Ausnahmen, neun Introns
variabler Länge an identischen Positionen hinsichtlich der codierenden Region auf
(LEPINIEC et al., 1993). Abweichend davon tritt bei Medicago sativa (PATHIRANA et al.,
1993) und bei einigen ppc-Genen von Flaveria (ERNST und WESTHOFF, 1997) ein zehntes
Intron innerhalb der 5´-untranslatierten Region auf. Drei der vier bekannten ppc-Gene von
Brassica napus besitzen nur acht Introns (YANAI et al., 1994). Die Exon/Intron-Splice-
Konsensussequenzen (aGGTaag-tgcAGg) der PEPC-Gene sind hochkonserviert. Einige C3-
und C4-ppc-Gene besitzen keine typische TATA-Box und weisen mehrere
Polyadenylierungsstellen in ihrer 3´-untranslatierten Region auf (CHOLLET et al., 1996).
Die Expression der C4-Form erfolgt u.a. lichtabhängig (LEEGOOD, 1997) und es gibt
Hinweise darauf, daß dies auch auf C3-Formen des Enzyms zutrifft (LEPINIEC et al., 1994).
Die Promotoren der C4-Gene von Sorghum und Zea mays beinhalten konservierte Sequenzen,
die sich auch bei anderen lichtregulierten photosynthetischen Genen finden und homologe
Sequenzen zu den lichtregulatorischen Promotorelementen “AT-1”, “nod-box”- und “G-box”
treten in den Promotoren der Sorghum C3-Gene auf. Darüber hinaus wird die hormonelle
Regulation der Transkription von ppc-Genen durch Cytokine und Abscisinsäure diskutiert
(LEPINIEC et al., 1994, CHOLLET et al., 1996).
Die Aminosäuresequenzen pflanzlicher PEP-Carboxylasen variieren in ihrer Größe zwischen
960 und 970 Aminosäuren und weisen einen hohen Grad an Homologie zueinander auf (TOH
et al., 1994). Im Vergleich aller bislang veröffentlichten Sequenzen finden sich verschiedene,
hochkonservierte Aminosäurereste und Motive, die wahrscheinlich Bestandteile funktionell
wichtiger Domänen sind. Dabei treten in der C-terminalen Hälfte der ca. 110 kDa großen
Untereinheiten hauptsächlich solche Domänen auf, die Bestandteile des aktiven Zentrums zu
sein scheinen, während die N-terminalen Hälfte vorwiegend regulatorische Motive beinhaltet
(CHOLLET et al., 1996).
Die relativ geringe Homologie zwischen pflanzlichen und prokaryotischen PEP-Carboxylasen
(34-45%) steht in Übereinstimmung mit der Tatsache, daß sie sich sowohl in ihren
katalytischen als auch regulatorischen Eigenschaften unterscheiden (LEPINIEC et al., 1994).
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1.4 Problemstellung
Eine Zielsetzung dieser Arbeit ist die Erzeugung transgener S. tuberosum-Pflanzen, die eine
gegenüber bislang vorhandenen Linien (GEHLEN, 1997) erhöhte PEPC-Aktivität aufweisen.
Eine Möglichkeit zur Aktivitätssteigerung der PEPC besteht in der Überexpression der
endogenen stppc-Gene. Dazu ist die Isolierung und Charakterisierung der entsprechenden
Promoter- und Gensequenzen notwendig. Das stppc1-Gen aus S. tuberosum wurde bereits von
MERKELBACH (1994) und PANSTRUGA (1996) charakterisiert, wobei jedoch nur ein
kurzer Bereich der Promotorsequenz ermittelt werden konnte. Durch das Screenen einer
genomischen Lambda-Bank von S. tuberosum soll die vollständige Sequenz des stppc2-Gens
sowie der fehlende 5´-Bereich des Promotors des stppc1-Gens isoliert und charakterisiert
werden.
Desweiteren soll die Erhöhung der PEPC-Aktivität durch ein bicistronisches Konstrukt
erreicht werden. Dabei werden das cppc-Gen und das Hygromycin B Phosphotransferase
(hpt)-Resistenzgen, durch die sogenannte „BIP“-Sequenz verknüpft, unter die Kontrolle des
selben 35S-Promotors gestellt. Dadurch soll eine Selektion auf solche Regeneranten
ermöglicht werden, die beide Gene in hohem Maße exprimieren.
Die Selbstung bereits vorhandener, transgener Pflanzen bietet daneben eine weitere
Möglichkeit, die Expression des Fremdgens durch Vervielfachung der Kopienzahl des Gens
im Genom zu steigern. Zu diesem Zweck sollen solche transgenen Linien von S. tuberosum
gekreuzt werden, die bereits eine starke Expression des C. glutamicum ppc-Gens zeigen.
Ein weiterer wichtiger Schritt zur Etablierung des unter 1.2 dargestellten Modells in
S. tuberosum ist die Erzeugung von Mehrfachtransformanten. Durch Kreuzung PEPC-starker
Linien, mit solchen, die das pps-Gen aus E. coli exprimieren, sollen transgene Pflanzen
erzeugt werden, die beide Enzyme in hohem Maße bilden. In den Nachkommen aus dieser
Kreuzung sowie der Selbstung sollen die Fremdproteine mit Hilfe spezifischer Antikörper
detektiert und die Aktivität der PEPC im Enzymassay gemessen werden.
Zur näheren Charakterisierung der durch die Expression der Fremdgene verursachten
physiologischen Veränderungen soll der Gehalt an verschiedenen Metaboliten in den
Nachkommen aus den beiden oben genannten Kreuzungen bestimmt werden. Anhand der
erhaltenen Daten soll letztendlich untersucht werden, ob sich Korrelationen zwischen Enzym-
Aktivität und dem Gehalt an den untersuchten Metaboliten zeigen.
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2 MATERIAL
2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Die verwendeten Chemikalien wurden in p. A. Qualität von den Firmen BOEHRINGER
MANNHEIM, SERVA, MERCK und SIGMA bezogen. Restriktionsenzyme, DNA-
modifizierende Enzyme und Reaktionskits stammen von den Firmen GIBCO BRL, NEW
ENGLAND BIOLABS, PROMEGA, BOEHRINGER MANNHEIM und UNITED STATES
BIOCHEMICAL. Radiochemikalien, Autoradiographie-Filme, Nitrocellulose- und Nylon-
Membranen wurden von der Firma AMERSHAM bezogen.
2.2 Bakterienstämme
Escherichia coli
• DH5α
F- , λ-, rec A1, endA1, hsdR17, (lacZYA-argF), supE44, U169 80, lacZ∆M15, thi-1,
gyrA96, relA1 (HANAHAN, 1983)
Dieser Stamm wird aufgrund seines veränderten Rekombinationssystems (rec A1) zur
Transformation von Plasmiden in E. coli-Stämmen eingesetzt.
• K 802
ga/K2, ga/T22, hsdR2 (rk-, mk+), lacY1, mcrA-, mcrB-, metB1,mrr+,supE44 (WALLACE et
al., 1981)
Dieser Bakterienstamm wird zur Propagation des Phagen EMBL-3 verwendet.
Agrobacterium tumefaciens
• GV3101
pMP90RK, GmR, KmR, RifR (KONCZ und SCHELL, 1986)
Dieser Agrobakterien-Stamm enthält mit dem Plasmid pMP90RK eine Komponente des von
KONCZ und SCHELL (1986) beschriebenen binären Vektorsystems zur stabilen Trans-
formation höherer Pflanzen. Es enthält die Vir-Region, tra- und mob-Funktionen, sowie
Resistenzgene für Gentamycin und Kanamycin.
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2.3 Genbank
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete genomische DNA-Bank aus S. tuberosum cv.
Désirée wurde von der Firma CLONTECH bezogen. Die zur Herstellung der Bank
verwendete genomische DNA wurde aus jungen Blättern isoliert, partiell mit dem
Restriktionsenzym Sau3A restringiert und Fragmente von 8 bis 22 kB in die BamHI-
Schnittstellen des Lambda-Phagen EMBL-3 SP6/T7 kloniert.
2.4 Plasmide
• pBluescript KS (+)
Klonierungsvektor, 2961 bp, ampr, lacI, lacZ, f1 ori, colE1 ori, T3/T7-Promotor (SHORT
et al., 1988)
• pUC 19
Klonierungsvektor, 2686 bp, ampr,lacI, lacZ, pMB1 ori (YANNISH-PERRON et al., 1985)
• pB310
pBluescript SK-Derivat, 6065 bp; trägt die am 5’- Ende unvollständige DNA eines ppc-
Gens aus S. tuberosum als Insert (MERKELBACH, 1994)
• pS
9260 bp großes Derivat des Vektors pCV002; trägt den konstitutiven 35S-Promotor und
die Polyadenylierungssequenz des Cauliflower Mosaik Virus; vermittelt in Bakterien
Ampr, in Pflanzen Kmr; (BECKER, 1990)
2.5 Oligonukleotide
Oligonukleotide die zur Sequenzierung oder Durchführung der PCR-Reaktionen verwendet
wurden, standen teilweise zur Verfügung (PANSTRUGA, 1996, BAAG, 1996) oder von der
Firma EUROGENTEC synthetisiert.
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Oligo 41: 5’-CGGAACGCAGCTTGG-3’
Oligo 42: 5’-TATTACTATACTTAGCC-3’
Oligo 43: 5’-TAAATAATGTTCAGTACC-3’
Oligo H1: 5’-TTCCATGTTCTAGGGTGGC-3’
Oligo Int3 1A: 5’-ACGTTTAGTTACTTGATAC-3’
Oligo Int3 1B: 5’-AGAGGAAGTAAGTAGCAG-3’
Oligo Int3 2A: 5’-GTATGCACCTTCCTGGCTGC-3’
Oligo Int3 2B: 5’-AGAAACATTATAATTCACAG-3’
Oligo Pro 1: 5’-CGCTTTAAATTCTCACTCAACAGTCAACA-3’
Oligo Pro 2: 5’-CGCTTTAAAGCTATACCTTATTGAGTGTC-3’
Oligo Pro 3: 5’-TAGTTTAAAATTAATGGTTGAAATTCAATT-3’
Oligo Pro 4: 5’-CTCGAGGATCCTAGATAATCCTTTCTTATTAAC-3’
Oligo Exon 1: 5’-GAGAAACTTGCATCGATTGATGCACAGTTGAGGCAATTGGTG-3’
Oligo 3’UT1/1: 5’-GCGAAGCTTCGTCACCTGGAATATG-3’
Oligo 3’UT1/2: 5’-GGCGAATTCCATCAATATTTCTCTA-3’
Oligo 3’UT2/1: 5’-CGGAAGCTTATCTGTTACTATGTTTTTG-3’
Oligo 3’UT2/2: 5’-GCCGAATTCAAGAAGCTACTAAACAG-3’
Oligo stppc2: 5’-CACATATTAAATGCACCTCC-3’
Oligo 335: 5’-CATGACTATTGCACACTCCG-3’
Oligo 335-2: 5-’CAGTATGTCACACCATCCTC-3’
Oligo 335-7: 5’-AAACAGGTGTTTGGATCACGC-3’
Oligo 335-8: 5’-CAAGATTCCAGGTACCC-3’
Oligo 335-9: 5’-TGAGATGGTACCGAGATCCC-3’
Oligo 335-10: 5’-TCAGAATCCAGATGATG-3’
Oligo 335-22: 5’-ATCTTGATAATGACCCCATC-3’
Oligo 335-24: 5’-ATGATGGACGTCAGGACGTG-3’
Oligo cppc: 5’-GTGCATAGTACTTGAGCACGG-3’
Zur Sequenzierung subklonierter DNA-Fragmente in den Plasmiden pBluescript KS und
pUC19 wurden die Standard-Primer „KS“- und „SK“-Primer (STRATAGENE), „M13
Universal“ und „M13 Reverse-Primer“ (USB) und „T7 / T3- Promotor-Primer“ (PROMEGA)
verwendet.
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2.6 Pflanzenmaterial
• Solanum tuberosum cv. Désirée
Es handelt sich hierbei um eine tetraploide Kartoffellinie, die durch Hybridisierung der
Kultivare Urgenta und Depesche erzeugt wurde.
• S. tuberosum 3.LD 1a, S. tuberosum 3.LD9 und S. tuberosum 3.LD 15
Diese transgenen Pflanzen sind durch Transformation von S. tuberosum cv. Désirée mit dem
Plasmid pS5’UTcppc erzeugt worden. Sie zeigen eine hohe, konstitutive Expression der
PEPC von C. glutamicum (GEHLEN, 1997).
• Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1
Diploide Tabaklinie, die zur Erzeugung transgener Tabakpflanzen verwendet wurde.
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3 METHODEN
3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Kultivierung und Transformation von Mikroorganismen
Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Medium. Zur Selektion wurde dem Medium
Ampicillin zugesetzt, wobei die Endkonzentration im Flüssigmedium 50 µg/ml, die im
Festmedium 150 µg/ml betrug. A. tumefaciens wurde in YEB-Medium kultiviert. Bei Bedarf
wurden dem Medium folgende Antibiotika zugefügt: Carbenicillin (100 µg/ml), Kanamycin
(25 µg/ml) und Rifampicillin (100 µg/ml). Die Herstellung der Medien erfolgte nach
SAMBROOK et al. (1989).
Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen und deren Transformation erfolgte in Anlehnung
an die Methode von HANAHAN (1983). Die Herstellung kompetenter Zellen von
A. tumefaciens und deren Tansformation wurde nach der Methode von HÖFGEN und
WILLMITZER (1988) durchgeführt.
3.1.2 Grundlegende molekularbiologische Techniken
Grundlegende molekularbiologische Techniken wie Isolierung von Plasmid-DNA, die
Restriktion von Vektor-DNA, Dephosphorylierung, Ligation von DNA, Agarose-
Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgten wie
beschrieben (SMETS, 1993).
3.1.3 DNA-Amplifikation mittels PCR
Die Polymerase Chain Reaction (PCR) erlaubt die spezifische Amplifikation von DNA-
Sequenzen, die von DNA-Abschnitten bekannter Sequenz flankiert werden (SAIKI et al.,
1988). Als „Primer“ dienen Oligonukleotide, die komplementär zu den flankierenden
Sequenzen der „Template“-DNA sind. Durch die Wiederholung einer Abfolge aus
Denaturierung, Annealing (Hybridisierung der Primer an die Template-DNA) und Synthese
eines neuen DNA-Stranges kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung der zwischen den
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Primern befindlichen Sequenzen. Das Hauptprodukt des Amplifikationsprozesses ist ein
DNA-Molekül, dessen Länge exakt definiert ist und mittels einer Agarosegelelektrophorese
identifiziert und isoliert werden kann. Die DNA-Amplifikation erfolgte mit einer hitzestabilen
DNA-Polymerase, wie der Taq-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus.
Die Zusammensetzung des Ansatzes und die Reaktionbedingungen sind von der Art der
Template-DNA, der Länge der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und der „Primer“
abhängig.
Standard-Ansatz: Template-DNA x µl (10-100 ng)
Oligonucleotid 1/2 je 2 µl (100 ng/µl)
dNTP-Mix 5 µl (0,2 mM je dNTP)
10 x Puffer 5 µl
MgCl2 2.5 µl (2,5 mM)
Taq-Polymerase 1 U
A. dest. ad 50 µl
Der Reaktionsansatz wurde in einem 500 µl Eppendorfgefäß gemischt und mit 30 µl
Mineralöl als Verdunstungsschutz überschichtet.
Standard-Reaktionsbedingungen:
Schritt Temperatur Dauer Anzahl der
Wiederholungen
Denaturierung 94 °C 2’ 1 x
Denaturierung
Annealing
Synthese
94 °C
48-58 °C
72°C
40’’
30’’
30’’-3’

35 x

„Fill-in“ 72°C 10’ 1 x
3.1.4 Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nicht-radioaktiv mit dem ABI 310-Sequencer
am Robert Koch Institut in Berlin oder mit dem A.L.F-Sequencer der Firma PHARMACIA
am Botanischen Institut durchgeführt.
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Die Methode beruht auf dem Kettenabbruch-Verfahren von SANGER et al. (1977). Das
Prinzip beruht auf einer unidirektionalen PCR-Reaktion, bei der es zu statistisch verteilten
Strangabbrüchen durch den Einbau von Didesoxy-nukleotiden in die neusynthetisierten DNA-
Stränge kommt. Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem „DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit“ (ABI) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Gelelektrophorese und
Auswertung erfolgten mit dem ABI 310-Sequencer. Das System beruht auf der Detektion der
Fluoreszenz-markierkten DNA-Fragmente durch einen Laserstrahl. Das Fluoreszenz-Signal
wird rechtwinklig auf einen Detektor abgelenkt und aus dem resultierenden
Fluoreszenzmuster wird die Sequenz errechnet. Zur Sequenzierung wurden 300-500 ng über
QIAGEN-Säulen aufgereinigter DNA eingesetzt.
3.1.5. Anzuchtbedingungen für S. tuberosum und N. tabacum
Die Pflanzen wurden in Sterilkultur auf MS-Medium ohne Hormone nach MURASHIGE und
SKOOG (1962) bei 20°C, ca 3000 bis 7000 Lux und einem Tag/Nacht-Rhythmus von
16 h/8 h angezogen. Die Vermehrung der Pflanzen erfolgte vegetativ über Stengelabschnitte
mit zwei Blattachseln, die auf frisches MS-Medium gesetzt wurden.
• MS-Medium
MS-Salze (SERVA) 4,7 g/l
Saccharose 20,0 g/l
Agar 10,0 g/l
Nicotinsäure 0,5 mg/l
Pyridoxin-HCl 0,5 mg/l
Glycin 2,0 mg/l
pH 5,7
Die Anzucht von Pflanzenmaterial in Erde erfolgte im Gewächshaus (16 h Licht-/ 8 h
Dunkelphase) in ED 73 Einheitserde (2:1 mit Sand versetzt).
Die Lagerung der Knollen erfolgte im Dunkeln bei 10°C. Zur Keimung wurden die Knollen
zerteilt, in 10 µM Gibberellinsäure für 30 min inkubiert und anschließend in Einheitserde
ausgelegt.
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3.1.6 Kreuzen von S. tuberosum
Vom Blütenstand der Pflanze wurden einige Blüten abgenommen und zwei Tage bei RT im
Vakuum getrocknet. Die reifen Pollen wurden anschließend über einer Schale ausgeklopft.
Die Narben der noch an der Ausgangspflanze vorhandenen Blüten oder der Blüten anderer
Pflanzen wurden mit den Pollen bestäubt. Der Vorgang wurde an drei aufeinander folgenden
Tagen wiederholt.Bei erfolgreicher Bestäubung verdickt sich der Fruchtknoten nach wenigen
Tagen und die Beere mit den Samen entsteht. Die Beeren können geerntet werden, wenn sie
auf leichten Fingerdruck nachgeben. Die Samen wurden vom Fruchtfleisch befreit und vor der
Aussaat zur Induktion der Keimung vier Wochen bei 10°C gelagert.
3.1.7 Transformation von N. tabacum
Die Transformation erfolgte mittels der „leaf-disc“-Technik nach HORSCH et al. (1985).
Bei dieser Methode wird die gewünschte Sequenz mittels Agrobakterien in die Pflanzenzellen
eingeschleust und anschließend durch Rekombination an unterschiedlichen Stellen in das
Genom der Pflanze integriert.
Zur Transformation wurden 6-8 Wochen alte Tabakpflanzen aus Sterilkultur verwendet, aus
deren Blättern einzelne Blattscheibchen ausgestanzt wurden. Diese wurden mit transgenen
Agrobakterien inkubiert, die die zu transferierende Sequenz innerhalb des T-DNA-Bereichs
auf dem Ti-Plasmid tragen. Die entstehenden Kalli und die sich daraus entwickelnden
Pflanzen wurden auf MS-Regenerationsmedium vereinzelt und unter den angegebenen
Bedingungen (3.1.5) angezogen. Dem Medium wurden Wachstumshormone, Claphoran und
Kanamycin zur Selektion transformierter Zellen zugesetzt.
Durch den Zusatz unterschiedlicher Mengen an Hygromycin B zu verschiedenen Zeitpunkten
der Regeneration erfolgte zusätzlich eine Selektion auf solche Zellen bzw. Pflanzen, die die
Zielsequenz besonders stark exprimieren.
• Regenerationsmedium • Selektionsmedium
MS-Medium s. 3.1.5 MS-Medium s. 3.1.5
Gibberillinsäure 0,02 mg/l Claphoran (Cefotaxim) 100 mg/l
α-Naphtylenessigsäure 0,05 mg/l Hyromycin B 10-50 mg/l
Trans-Zeatin-Ribosid 2,00 mg/l
Claphoran (cefotaxim) 500 mg/l
Hygromycin B 10-50 mg/l
19
3.1.8 Transiente Expression in Tabak-Protoplasten
Mit Hilfe des Systems der transienten Expression sollte die Aktivität unterschiedlich großer
Promotor-Fragmente des stppc1-Gens aus S. tuberosum nachgewiesen werden.
Die chemische Transformation der Protoplasten mit Hilfe von Polyethylenglykol (PEG) wurde
weitgehend in Anlehnung an die Methode von NEGRUTIU et al. (1987) durchgeführt und ist
detailliert bei KLEINES (1997) beschrieben.
Die Protoplasten aus S. tuberosum wurden mit Hilfe der Enzyme Cellulase Onozuka R-10 und
Mazerozym R-10 aus den Blättern von Sterilkultur-Pflanzen isoliert und durch Zentrifugation
in Lösungen unterschiedlicher Dichte aufgereinigt. Die Zahl der physiologisch aktiven
Protoplasten wurde mittels einer Neutralrot-Lebendzellfärbung ermittelt. Die Protoplasten
wurden anschließend mittels PEG mit den verschiedenen Promotor-Konstrukten transformiert
und für 20 h wahlweise im Dunkeln oder bei ca. 3000 Lux im Hellen inkubiert.
Um den regulatorischen Einfluss verschiedener Zucker auf die Promotoraktivität zu
untersuchen, wurden die Protoplasten in modifizierten K3M-Lösungen inkubiert. Dazu wurde
die Sucrose im Inkubationsmedium durch 0,2 M Mannitol, 0,2 M Fructose oder 0,2 M
Glucose ersetzt (SHEEN, 1990).
Des weiteren wurde die Induzierbarkeit der Promotor-Fragmente durch den Zusatz von 5 oder
10 µm Ammonium oder PEP zum Inkubationsmedium, die möglicherweise auch in vivo
regulatorische Funktionen besitzen, getestet.
Nach der Aufarbeitung der Ansätze (KLEINES, 1997) wurde ein ß-Glucuronidase-
aktivitätstest (3.2.8) durchgeführt.
3.1.9 Isolierung von Nukleinsäuren aus Pflanzen
3.1.9.1 Isolierung von RNA
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen erfolgte in Anlehnung an die von COLLINGE
et al. (1987) beschriebene Methode. 1 g junges Blattmaterial wurde direkt in flüssigem
Stickstoff tiefgefroren und fein gemörsert. Das Pulver wurde in ein Falcongefäß überführt und
auf einem Vortex mit 12 ml RNA-Extraktionspuffer zügig vermischt. Zur Abtrennung von
Proteinen und Zelldebris wurden 15 ml Phenol/Chloroform zugesetzt und die Suspension gut
durchmischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei 400 x g für 20 min bei RT
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in einer HERAEUS-Zentrifuge. Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues Gefäß überführt
und dieser Vorgang noch zweimal wiederholt. In einem abschließenden Schritt wurden 10 ml
Chloroform/ Isoamylalkohol zur Extraktion des verbliebenen Phenols eingesetzt. Die
Präzipitation der Nukleinsäuren erfolgte durch Zugabe von 0,1 Vol 3 M NaAc und 2,5 Vol
EtOH abs. in einem Corexröhrchen bei -20°C über Nacht. Die Nukleinsäuren wurden durch
Zentrifugation (35 min, 4000 x g) pelletiert und mit 70 %igem EtOH gewaschen. Das Pellet
wurde ca. 30 min bei RT getrocknet und anschließend in 1 ml 0,15 M NaAc (pH 5,5)
resuspendiert. Zur ausschließlichen Fällung der RNA wurden 3 ml 4 M NaAc zugesetzt.
Dieser Schritt erfolgte auf einem Vortex, um die Ausbildung eines Gradienten, in dem die
DNA ebenfalls präzipitiert wäre, zu verhindern. Der Ansatz wurde 1 h auf Eis inkubiert, die
RNA durch Zentrifugation (4000 x g, 35 min) pelletiert und in 300 µl 0,15M NaAc
resuspendiert. In einem 2ml-Eppendorfgefäß erfolgte anschließend ein zweiter
Präzipitationsschritt durch Zugabe von 900 µl 3M NaAc unter den bereits beschriebenen
Bedingungen. Die RNA wurde 30 min bei 14000 x g und 4°C in einer Tischzentrifuge
pelletiert, bei RT getrocknet und in 100 µl RNase freiem Wasser resuspendiert.
• RNA-Extraktionspuffer
LiCl 150 mM
Tris-HCl (pH 9,0) 50 mM
EDTA (pH 8,8) 5 mM
SDS 5 %
3.1.9.2 Isolierung von genomischer DNA
Zur Präparation genomischer DNA aus S. tuberosum zwecks Southern-Blot-Analysen wurden
3 g Blattmaterial in flüssigem Stickstoff gemörsert und in 10 ml Lysis-Puffer resuspendiert.
Durch zweimalige Zugabe von 1 Vol Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1) und
anschließende Zentrifugation (10 min, 4000 x g) wurden Proteine und Zelldebris abgetrennt.
In der wäßrigen Phase gelöstes Phenol wurde durch Zugabe von 1 Vol Chloroform
entsprechend extrahiert. Die Nukleinsäuren wurden unter Zugabe von 0,1 Vol Na-Acetat und
2 Vol EtOH abs. aus der wäßrigen Lösung bei RT gefällt und mittels einer Pasteur-Pipette
„geangelt“. Der Abbau der Ribonukleinsäuren erfolgte mit 100 µl RNAse H (10 mg/ml) für
30 min bei 37°C. Die DNA wurde anschließend wie beschrieben präzipitiert, mit 70 %igem
EtOH gewaschen und in 100 µl TE resuspendiert.
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Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der optischen Dichte im Photometer
bei 260 und 280 nm Einstrahlungs-Wellenlänge. Zusätzlich wurde eine Agarose-Gelelektro-
phorese zur Konzentrationsabschätzung durchgeführt.
• Lysis-Puffer
Tris-HCl (pH 8,0) 0,1 M
NaCl 0,1 M
EDTA 0,05 M
SDS 2 %
3.1.10 Northern-Blot-Hybridisierung
Zur Auftrennung der RNA-Moleküle wurde eine denaturierende Agarosegel-Elektrophorese
durchgeführt. Dazu wurden die Proben zunächst mit 1,5 Vol Lade-Puffer versetzt und 10 min
bei 68°C erhitzt, um eventuell vorhandene Sekundärstrukturen zu zerstören. Die Auftrennung
erfolgte in einem 1% igen Agarosegel (2,4 M Formaldehyd) in 1x MOPS bei 50 V. Mittels
eines alkalischen „Downward“-Kapillartransfers (CHOMCZYNSKI, 1992) wurde die RNA
anschließend über Nacht auf Nylon-Membran übertragen und in einem UV-Transilluminator
(BACHHOFER) bei einer Wellenlänge von 302 nm für 5 min fixiert. Die Membran wurde in
einem Volumen von 5 ml Hybridisierungspuffer eingeschweißt, 30 min bei 65°C
prähybridisiert und nach Zugabe der radioaktiv markierten Sonde über Nacht bei 65°C
hybridisiert. Die Membran wurde anschließend 2 x für 10 min bei 65°C in 0,2x
SSC/0,1%SDS gewaschen. Die Dokumentation erfolgte mittels Autoradiographie.
3.1.11 in situ-Hybridisierung
Die Durchführung erfolgte in Anlehnung an die von SCHMELZER et al. (1989) beschriebene
Methode am Max Planck Institut für Züchtungsforschung in Köln mit freundlicher
Unterstützung von E. Schmelzer und I. Rouhara. Junge Blätter von S. tuberosum wurden in
2% Paraformaldehyd/1% Glutaraldehyd in 100 mM Na-Phospatpuffer (pH 7,0) für 2 h auf Eis
fixiert. Zur Paraffin-Einbettung erfolgte zunächst die Dehydration des Gewebes durch eine
aufsteigende EtOH-Reihe (30%, 20 min 0°C; 50%, 20 min, 0°C; 70%, über Nacht, 4°C; 85%,
20 min, RT: 90%, 20 min, RT; 2 x 96%, 20 min, RT) und eine anschließende EtOH/tert.
Butanol-Reihe (3:1, 30 min, RT; 1:1, 30 min, RT;1:3, 30 min, RT; 100% tert. Butanol,30
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min,30°C). Die Blätter wurden danach schrittweise mit Paraffin (Fibrowax, PLANO)
infiltriert. Dazu wurde folgende Reihe durchgeführt: in tert. Butanol, Paraffin gesättigt (bei
30°C) 4-6 h 30°C, anschließend 30 min bei 42°C, in tert. Butanol, Paraffin gesättigt (bei
42°C) über Nacht 42°C, 30 min 60°C und abschließend in einer Petrischale in 100% Paraffin
bei 60°C über Nacht.
Mit Hilfe eines Microtom (REICHERT-JUNG 2002) wurden von einem Paraffinblock, der
ein Blatt umfaßt, 10 µm dicke Querschnitte angefertigt und auf einem mit Wasser benetzten
Objektträger bei 38°C über Nacht geglättet. Zur besseren Haftung der Schnitte wurden poly-L-
Lysin beschichtete Objektträger verwendet. Zur Deparaffinisierung wurde folgende Reihe
durchgeführt: 10 min 100% Xylol, 5 min Xylol/EtOH (1:1) und je 5 min 100%, 95%,80%,
60% und 30% EtOH. Die so preparierten Schnitte können mehrere Tage bei 4°C gelagert
werden.
Um die Hybridisierung der Sonden an die zelluläre RNA zu ermöglichen, wurden vorhandene
Proteine degradiert. Dazu wurden die Schnitte für 5 min in 200 mM Na-Phosphat-Puffer, pH
7.0 equillibriert und anschließend mit Pronase (250 µg/ml) für 10 min inkubiert. Danach
erfolgte eine weitere Fixierung in 2% Paraformaldehy/1%Glutaraldehyd und die
Durchführung einer aufsteigenden EtOH-Reihe (je 2 min 30%, 60%, 80%, 95% und 100%
EtOH.
Die Herstellung der einzelsträngigen RNA-Sonden erfolgte durch in vitro-Transkription an
rekombinanten Plasmiden (pBluescript), die die Sonden-Sequenz stromabwärts von einem
T3/T7-Promotor tragen. Dazu wurde der Vektor stromabwärts vom Insert mit einem
entsprechenden Restriktionsenzym aufgeschnitten, um die Transkription in die Vektor-
Sequenz hinein zu vermeiden. Als Positiv-Kontrolle wurde die antisense-RNA, als Negativ-
Kontrolle die entsprechende sense-RNA verwendet. Die Markierung der Probe erfolgte mit
α35S-UTP.
• Ansatz: Template DNA (1µg) 1,0 µl
10 x Transkriptions-Puffer 2,5 µl
dNTPs (G,C,A, 10 mM) 3,0 µl
RNAsin (40 U/µl) 1,0 µl
RNA-Polymerase (T3,T7 10 U/µl) 1,0 µl
α35S-UTP (50 µCi/mmol) 5,0 µl
0,75 M DTT 1,0 µl
H2O 10,5 µl
Die Inkubation erfolgte für 35 min bei 37°C. Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von
10 U DNAse (15 min bei 37°C) entfernt. Die Reaktion wurde mit 10 µl 0,5 M EDTA
abgestoppt und auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 65 µl TE wurden überschüssige Nukleotide
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mittels einer Sephadex G-25 Säule abgetrennt und nach Entnahme eines Aliquots (1 µl) zur
Bestimmung der Einbaurate des markierten UTPs wurde der Ansatz bei -80°C gelagert. Die
Überprüfung der Markierung erfolgte mittels eines Scintilationszählers. Die Einbaurate sollte
zwischen 50% und 80% liegen. Zur Hybridisierung wurde 1 ng markierter RNA pro
Objektträger (OT) eingesetzt.
• Ansatz (für 10 OT): Formamid 50 µl
Dextran-Sulfat, 50% 20 µl
NaCl (5 M) 6 µl
50 x TE 2 µl
50 x Denhards 2 µl
DTT (0,75 M) 6 µl
RNA (10 ng) 14 µl
Zur Hybridisierung wurden 10 µl pro OT eingesetzt. Die Inkubation erfolgte verschlossen
unter einem mit Fixogum aufgeklebten Deckglas über Nacht bei 50°C.
Das Deckglas wurde anschließend in 2xSSC abgelöst und der Ansatz in folgenden Schritten
gewaschen:
1 x 30 min 45°C in 1xSSC (150 mM NaCl, 15 mM Na-Citrat, 10 mM DTT)
2 x 45 min 45°C in 1xSSC (50% Formamid, 10 mM DTT)
1 x 5 min RT in 1xSSC (10 mM DTT)
1 x 30 min 37°C in RNAse A-Puffer (0,5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA pH 8,0, 20 µg RNAse/ml)
2 x 45 min 45°C in 1xSSC (50% Formamid, 10 mM DTT)
2 x 5 min RT in 1xSSC (10 mM DTT)
Zur Durchführung der Microautoradiographie wurden die Schnitte erneut mittels einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe dehydriert und getrocknet. 4 ml NTB 2 (Nuclear Track
Emulsion, TECNOMARA) wurden mit 4 ml 600 mM Ammonium-Acetat bei 42°C gemischt
und die Objekträger im Dunkeln (mit Rotlicht) durch Eintauchen in die Emulsion gleichmäßig
dünn benetzt. Die Objektträger wurden aufrecht stehend für 2 h bei RT getrocknet. Die
Exposition erfolgte im Dunkeln bei 4°C für 3-6 Wochen.
Die Entwicklung der Filmemulsion erfolgte in folgenden Schritten bei 15°C:
4 min in „Kodak D-19“ Entwickler
10 sec in A. dest.
5 min in „Kodak-Unifix“ Fixierer
15 min in A. dest.
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Die Detektion der Signale erfolgte mittels eines Dunkelfeld-Mikroskop. Zur photographischen
Dokumentation wurde „Agfa PAN 25“-Film verwendet.
3.1.12 Southern-Blot-Analysen
3.1.12.1 Southern-Blot
Mit Hilfe der von SOUTHERN (1975) entwickelten Technik wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennte DNA-Fragmente auf Nitrocellulose- oder Nylon-Membranen übertragen und
anschließend mit einer markierten RNA- oder DNA-Sonde zur Detektion bestimmter DNA-
Sequenzen hybridisiert.
Um den Transfer großer DNA-Fragmente (> 10 kB) zu ermöglichen, wurde das Gel nach der
Elektrophorese 15 min in 0,25 M HCl zur partiellen Depurinierung der DNA inkubiert.
Anschließend erfolgte die Denaturierung der DNA für 30 min in 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl.
Die DNA wurde mit Hilfe einer Vakuum-Blot-Apparatur (PHARMACIA) mit 20x SSC als
Transfer-Puffer für 2 h bei 0,5 bar auf Nylon-Membran übertragen und die Membran
anschließend 2 h bei 80°C im Trockenschrank zur Immobilisierung der DNA gebacken.
• 20 x SSC
NaCl 3 M
Tri-Na-Citrat 0,3 M
pH 7,0
3.1.12.2 Nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden
Zur Hybridisierung der Southern-Blots wurden Digoxigenin-markierte Sonden verwendet. Die
Herstellung der Sonden erfolgte mittels einer PCR-Reaktion (3.1.3), wobei anstelle des
normalen dNTP-Gemisches der „DIG PCR Labeling Mix“ (BOEHRINGER) eingesetzt
wurde. Die entstehenden Amplifikationsprodukte zeigen aufgrund ihres höheren Molekular-
gewichts eine verringerte Mobilität in der Gelelektrophorese gegenüber nicht markierten
PCR-Produkten.
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3.1.12.3 Southern-Hybridisierung
Die Hybridisierung sowie der Nachweis erfolgen mit Reagenzien der Firma BOEHRINGER
in Anlehnung an die Vorgaben des Herstellers und mit Modifikationen nach LAHAYE et al.
(1996).
Die Membran wurde vor der Hybridisierung zur Entfernung von Verunreinigungen 3 x 10 min
in 2xSSC gewaschen. Anschließend wurde die Membran in eine Plexiglasröhre, mit der
DNA-Seite nach innen, überführt und mit 15 ml „Easy-Hyb“-Puffer für 30 min in einem
Hybridisierungsofen bei 37°C prähybridisiert. Anschließend wurde der Puffer gegen 15 ml
„Easy-Hyb“-Puffer, der 0,5-1 µg hitzedenaturierter Sonde (5 min 100°C) enthält, ausgetauscht
und über Nacht bei 37°C hybridisiert. Unspezifisch gebundene Sonden-Moleküle wurden
durch Waschen in 2xSSC/0,1% SDS für 5 min bei RT und für 30 min bei 65°C in
0,5xSSC/0,1% SDS entfernt. Alle weiteren Schritte erfolgten bei RT. Zunächst wurde die
Membran für 5 min in Puffer I und anschließend für 30 min in Puffer II inkubiert.
Nach Zugabe eines DIG-spezifischen Antikörpers, der mit alkalischer Phosphatase (AP)
gekoppelt ist (1:10000), wurde für weitere 30 min inkubiert. Unspezifisch gebundene
Antikörper wurden durch zweifaches Waschen für 15 min in Puffer I (Tween20 0,3%)
abgewaschen. Nach Alkalisierung der Membran in Puffer III für 5 min wurde die Membran
mit 1 ml Puffer III + 0,01 Vol des AP-Substrats CDP-Star (BOEHRINGER) beträufelt und
zwischen zwei Projektor-Folien eingeschweißt.
Das beim Zerfall des Substrats entstehende Licht kann mittels Exposition der Membran (30
sec bis 20 min) auf einem Röntgenfilm nachgewiesen werden.
• Puffer I • Puffer II • Puffer III
Maleinsäure 0,1 M Puffer I + Tris-HCl 0,1 M
NaCl 0,15 M 1% „Blocking-Reagenz“ NaCl 0,15 M
pH 7,5 (BOEHRINGER) pH 9.5
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3.1.13 Screenen einer genomischen Lambda-Phagen-Bank
Zur Isolierung und Charakterisierung von PEPC-Isogenen wurde eine genomische λ-EMBL-3
SP6/T7 - Phagenbank aus S. tuberosum der Firma CLONTECH verwendet. Die genomische
DNA wurde zur Herstellung der Bank partiell mit dem Restriktionsenzym Sau 3A verdaut und
anschließend über die BamHI-Schnittstelle in die Stuffer-Region des Phagen kloniert. Dabei
erfolgte eine Größenselektion der klonierten Fragmente, da nur Phagen mit einem Insert
zwischen 8 und 20 kB vermehrungsfähig sind.
3.1.13.1 Bestimmung des Phagentiters
Zur Bestimmung des Phagentiters wurden vom Ausgangslysat verschiedene Verdünnungen in
SM-Puffer hergestellt. Von jeder Verdünnung wurden 100 µl entnommen, mit 100 µl der
Wirtsbakterienkultur (E. coli K802) versetzt und 20 min bei 37°C zur Präadsorption der
Phagen an die bakteriellen Rezeptoren inkubiert. Die Ansätze wurden mit je 3 ml (6 ml) auf
45°C vortemperierter Top-Agarose in Reagenzgläsern vermischt, auf vorgewärmte 90 mm ∅
(150 mm ∅) LB-Agarose-Platten ausgegossen und durch leichtes Schwenken gleichmäßig
verteilt. Die Platten wurden anschließend für 12 h bei 37°C inkubiert.
Durch Auszählen der Plaque-Zahl pro Verdünnung läßt sich der Phagentiter (pfu/ml) des
Ausgangslysats bestimmen.
• SM-Puffer • LB-Agarose
NaCl 1 M Bactotrypton 1 %
MgSO4 0,1 M Yeastextrakt 0,5 %
Tris-HCl (pH 7.5) 0,35 M NaCl 1 %
Gelatine 0,01 % Agarose 1,5 %
MgSO4 10 mM
• Top-Agarose
LB-Agarose mit 0,7 % Agarose
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3.1.13.2 Plaque-Transfer auf Nitrocellulose
Es wurden ca. 35000 pfu pro 150 mm ∅ Petrischale ausplattiert und bis zur konfluenten Lyse
bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden anschließend für mindestens 1 h bei 4°C zur Festigung
der Top-Agarose gekühlt. Die Nitrocellulose-Filter wurden nummeriert, für 2-10 min auf die
Platten aufgelegt und dabei mit einer sterilen Nadel asymmetrisch markiert. Die Filter wurden
15 min bei RT getrocknet, für jeweils 2 min mit der Plaque-Seite nach oben auf
Denaturierungs- und Neutralisierungslösung gelegt und nach erneutem Trocknen bei RT für 2
h bei 80°C im Trockenschrank zur Immobilisation der Nukleinsäuren gebacken. Mit einem
Replika-Filter, der für 20 min auf die Platten gelegt wurde, wurde ebenso verfahren.
• Denaturierungslösung • Neutralisierungslösung
NaCl 1,5 M NaCl 1,5 M
NaOH 0,5 M Tris-HCl (pH 7,2) 0,5 M
EDTA 1 mM
3.1.13.3 Radioaktive Markierung von Hybridisierungssonden
Zur Hybridisierung der Plaque-Filter wurden radioaktiv-markierte Sonden verwendet. Die
Markierung erfolgte mit Hilfe des „Prime-it RmT Random Primer Labeling“-Kit der Firma
STRATAGENE nach Angaben des Herstellers. Bei dieser Methode wurde radioaktiv-
markiertes [α32P] dCTP in die neusynthetisierten DNA-Stränge durch eine thermostabile
Polymerase eingebaut. Die nicht eingebauten Nukleotide wurden mittels einer Sephadex G-
50-Säule durch Ausschlusschromatographie abgetrennt. Die Markierung der Sonden-DNA
wurde mittels einer Cerenkov-Messung im Scintillationszähler überprüft. Die spezifische
Aktivität sollte ca 107 cpm/µg DNA betragen (SAMBROOK et al., 1989). Vor Zugabe der
Sonde zum Hybridisierungsansatz mußte diese hitzedenaturiert werden (5 min, 100°C).
3.1.13.4 Plaque-Hybridisierung
Die Nitrocellulose-Filter wurden zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen in
Hybridisierungspuffer (20 ml/100cm2) für 1 h bei 60°C prähybridisiert. Die hitzedenaturierte
Sonde wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte
über Nacht bei 60°C im Schüttelwasserbad.
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Um unspezifisch gebundene DNA zu entfernen wurden die Filter in 2xSSC/0,1% SDS 10 min
bei RT und anschließend in 0,5xSSC/0,1% SDS bei 60-65°C gewaschen. Zur Detektion
wurden die Filter bei -70°C auf Röntgenfilmen exponiert.
• Hybridisierungspuffer
Natriumlaurylsarcosinat 0,1 %
SDS 0,02 %
Blocking Reagenz (BOEHRINGER) 1 %
in 5 x SSC-Puffer
3.1.13.5 Plaque-Elution und Herstellung eines Plattenlysat-Stocks
Durch den Vergleich der Autoradiogramme von Filter und Replikafilter können die erhaltenen
Signale Bereichen von ca. 20 Plaques zugeordnet wurden. Dieser Bereich wurde mit Hilfe
einer abgeschnittenen Eppendorfspitze aus der Platte ausgestochen, in 500 µl SM/0,3%
Chloroform überführt und über Nacht bei 4°C eluiert. Ein Plaque entspricht 106 - 107 pfu.
Um reine Phagenpopulationen zu erhalten wurden mit diesen Eluaten 2 weitere „Screening“-
Runden durchgeführt. Dazu wurden die Phagen mit einer Dichte von 100 pfu/Platte, wie unter
3.1.13.1 beschrieben, ausplattiert, erneut auf Nitrocellulose-Filter transferiert und eine
anschließende Hybridisierung durchgeführt. Von den vereinzelten, positiven Phagenplaques
wurden „high titer stocks“ mit 1010pfu/ml angelegt. Dazu wurden 105 pfu des ausgewählten
Lambda-Phagen ausplattiert und bis zur konfluenten Lyse bei 37°C inkubiert. Zur Elution der
Phagen wurden 5 ml SM-Puffer auf die Platte gegeben und diese für 2 h bei RT leicht
geschüttelt. Die Phagensuspension wurde anschließend abgenommen, zur Entfernung des
Zelldebris zentrifugiert (4000 rpm, 10 min, SS 34-Rotor) und mit 0,3% Chloroform gemischt.
Dieser „high titer stock“ kann bei 4°C gelagert wurden.
3.1.13.6 Minipräparation von Lambda-DNA
Diese Platten-Lysat Methode (modifiziert nach SAMBROOK et al. (1989)) dient zur
schnellen Präparation von kleinen Mengen Lambda-DNA, die zur Restriktionskartierung
geeignet ist. Dazu wurde von 5 Platten parallel ein „high titer stock“ , wie unter 3.1.13.4
beschrieben, hergestellt. Anstelle des SM-Puffer wurde jedoch λ-Diluent verwendet, das keine
Gelantine enthält, die sich nur schwer durch Phenol-Extraktion entfernen läßt.
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Die Überstände wurden nach der Zentrifugation vereinigt und zum Abbau freigesetzter
Nukleinsäuren mit jeweils 1 µl Rnase A (1 mg/ml) und Dnase I (1 mg/ml) versetzt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Bakteriophagen wurden durch Zugabe von 1 Vol PEG-Lösung über
Nacht bei 4°C ausgefällt und anschließend durch Zentrifugation (10 min, 10000 rpm, SS34-
Rotor) pellettiert. Das getrocknete Pellet wurde in 500 µl TE resuspendiert und in ein
Eppendorfgefäß überführt. Zur Denaturierung der Phagenproteine wurden 5 µl 10 % SDS
zugesetzt und 5 min bei 68°C inkubiert. Nach Zugabe von 10 µl 5 M NaCl erfolgte eine PCI-
Extraktion zur Entfernung der denaturierten Proteine. Die Phagen-DNA wurde aus der
wässrigen Phase durch Zugabe von 1 Vol Isopropanol präzipitiert, durch Zentrifugation (15
min 13000 rpm, Biofuge A) pelletiert und mit 70 % EtOH gewaschen. Das Pellet wurde bei
RT getrocknet und in 100 µl TE resuspendiert. Zur Restriktionsanalyse wurden 10 µl der
Phagen-DNA eingesetzt.
3.2 Biochemische Methoden
3.2.1 Proteinextraktion aus Pflanzen
3.2.1.1 Herstellung eines Rohextraktes
Zur Herstellung eines Rohextraktes wurden 100-200 mg junges Blattmaterial in 150 µl BE-
Puffer in einem Eppendorfgefäß mittels eines Pistills homogenisiert und die Suspension 2 min
bei 13000 rpm (BIOFUGE A) zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-
gefäß überführt und auf Eis gelagert. Der Rohextrakt wurde direkt in eine Proteinbestimmung
(3.2.2) und in einen PEPC-Aktivitätstest (3.2.3) eingesetzt. Für Western-Blot-Analysen
(3.2.6) war eine Lagerung des Rohextraktes bei -20°C bis zur Verwendung möglich.
3.2.1.2 Herstellung eines aufgereinigten Pflanzenextraktes
Um größere Mengen eines gereinigten Proteinextrakts zur näheren Charakterisierung der
transgenen Pflanzen zu erhalten, wurden 1-5 g Blattmaterial von Gewächshauspflanzen wie
von GEHLEN (1997) beschrieben aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte dabei durch eine
35-70 %ige Ammoniumsulfat-Fällung.
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3.2.2 Bestimmung des Proteingehalts
Die Bestimmung des Proteingehalts der Pflanzenextrakte erfolgte nach der Methode von
BRADFORD (1976). Dazu wurden 2-5 µl des Proteinextrakts mit 2 ml Bradford-Reagenz
versetzt und 10 min im Dunkeln inkubiert. Die Extinktion der Lösung wurde bei einer
Wellenlänge von 595 nm gemessen. Mit Hilfe einer Eichkurve, die mit BSA als Standard
ebenso aufgenommen wurde, konnten der Proteingehalte der Extrakte bestimmt werden. Es
wurden für jede Probe zwei Parallelansätze und gegebenenfalls verschiedene Verdünnungen
gemessen.
• Bradford-Reagenz
Coomassie Brillant Blue G-250 100 mg
Ethanol abs. 50 ml
H3PO4 (85 %ig) 100 ml
A. dest ad 1000 ml
3.2.3 Bestimmung der PEP-Carboxylase-Aktivität
Der Nachweis von PEP-Carboxylase-Enzymaktivität beruht auf der photometrischen Messung
einer gekoppelten, enzymatischen Reaktion in Anlehnung an die von TERAOKA et al. (1974)
beschriebene Methode. Dabei wird durch das Enzym PEPC zunächst Phosphoenolpyruvat
(PEP) zu Oxalacetat umgesetzt, welches in einer anschließenden Reaktion durch das
zugesetzte Enzym Malatdehydrogenase zu Malat reduziert wird. Damit geht eine Oxidation
des Coenzym NADH zu NAD+ einher. Die NADH-Abnahme kann photometrisch bei 340 nm
verfolgt werden. Da sie direkt proportional zur Abnahme des PEP ist, kann aus ihr die PEPC-
Aktivität bestimmt werden.
Die exakte Durchführung des Tests ist bei GEHLEN (1997) beschrieben.
3.2.4 „Enzyme Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)
Mit Hilfe des ELISA kann der spezifische Proteingehalt einer Probe ermittelt werden. Das
Prinzip des Nachweises beruht auf der Bindung der antigenen Determinanten an eine
Polystyrolmatrix und deren Detektion mittels eines aus zwei Komponenten bestehenden
Antikörpersystems. Im ersten Schritt bindet ein antigenspezifischer Antikörper an das
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Antigen. Im zweiten Schritt lagert sich ein sekundärer Antikörper an, der gegen die konstante
Region des ersten Antikörpers gerichtet ist. Dieser zweite Antikörper ist mit dem Enzym
alkalische Phosphatase konjugiert, welches in einer anschließenden Farbreaktion von dem
Substrat p-Nitrophenylphosphat eine Phosphatgruppe abspaltet und dadurch einen
Farbumschlag bewirkt, der sich photometrisch quantifizieren läßt.
Zur Bestimmung des spezifischen Gehalts der Proteinextrakte (3.2.1) an Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase und Phosphoenolpyruvat-Synthase wurden je 25 µg Gesamt-Protein eingesetzt.
Die entsprechende Menge Proteinextrakt wurde in einem Trog einer 96er-Mikrotiterplatte mit
Coating-Puffer auf 100 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Zur Adsorption der Proteine an die
Polystyrolmatrix wurde die Platte 2 h bei 37°C inkubiert, die Flüssigkeit abgenommen, 150 µl
1%ige BSA-Lösung zupipettiert und die Platte über Nacht bei 4°C gelagert. Als Nullwerte
dientenTröge, in die kein Protein gegeben wurde. Die Tröge wurden zum Waschen dreimal
mit je 100 µl PBST-Puffer gefüllt und die Platte jeweils auf einem Handtuch ausgeschlagen.
Der 1. Antikörper wurde in PBST-Puffer verdünnt (PEP-C 1:500, PPS 1:4000) und in jeden
Trog 100 µl pipettiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C für 2 h. Nach dreimaligem Waschen
wurden 100 µl einer 1:500 Verdünnung des 2. Antikörper in EMAP-Puffer je Trog zugegeben
und für weitere 2 h bei 37°C inkubiert. Durch drei weitere Waschschritte wurden unspezifisch
gebundene Antikörper sorgfältig entfernt. Zur Detektion wurden je Trog 100 µl
Substratlösung zupipettiert und die Reaktion nach 5-15 min (bei deutlichem Farbumschlag)
durch Zugabe von 50 µl 3 M NaOH gestoppt. Die Auswertung erfolgte durch Messung der
Extinktion bei 405 nm in einem Achtkanal-Mikrotiterplatten-Photometer (FLOW
LABORATORIES). Die Extinktionen der Nullwerte wurde gemittelt und von allen
Extinktionswerten subtrahiert.
• Coating-Puffer • PBST
Na2CO3 15 mM NaCl 137 mM
NaHCO3 35 mM Na2HPO4 8,1 mM
NaN3 0,02 % KCl 2,7 mM
pH 9,6 KH2PO4 1,5 mM
Tween 20 0,05 %
• EMAP-Puffer • Substrat-Lösung
PVP (20-30 kDa) 2 % p-Nitrophenylphosphat 0,1 %
BSA 0,2 % in DEA-Puffer
NaN3 0,02 %
Tween 20 0,05 %
PBS 1 x konz.
pH 7,4
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• DEA-Puffer
MgCl2 24,5 mg
Diethanolamin 48 ml
A. dest ad 500 ml
pH 9,6
3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE wird zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
eingesetzt. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, daß sich das stark anionischen
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) an Proteine im Gewichtsverhältnis von 1,4 zu 1
bindet. Dadurch werden die Proteine denaturiert und in ihre Untereinheiten zerlegt. Die
Spaltung von Disulfidbrücken wird durch ß-Mercaptoethanol und Dithiothreitol bewirkt.
Durch die Anlagerung des SDS erhalten die Proteine eine stark negative Ladung, die ihre
Eigenladung überdeckt. Die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld erfolgt in
Abhängigkeit vom Molekulargewicht und ist nicht von der Art der Aminosäurenseitenketten
abhängig (WEBER und OSBORN, 1993). Zur besseren Auftrennung wurden
diskontinuierliche Gele verwendet, bei denen ein oberes, weitporiges Sammelgel zur
Bandenverschärfung dient, während die eigentliche Auftrennung im unteren, engporigen
Trenngel erfolgt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die Durchführung der PAGE eine Minigel-Apparatur der
Firma BIORAD (Mini Protean II Dual Slab Cell) verwendet. Die Zusammensetzung der Gele
entsprach den Angaben von SAMBROOK et al. (1989). Es wurden 10 %ige Trenngele und 5
%ige Sammelgele verwendet. Die Proteinrohextrakte wurden mit 1 Volumen SDS-Gel-
„Loading“-Puffer versetzt und vor dem Auftragen 5 min aufgekocht. Die Proteinmenge pro
Probentasche varrierte zwischen 5und 50 µg Protein. Als Größenstandard dient das „SDS-
6H“-Markerproteingemisch der Firma SIGMA (29 bis 105kDa). Die Elektrophorese erfolgte
unter Kühlung bei 200 V für1h. Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese im Western-
Blot auf Nitrocellulose-Membran transferiert.
• Trenngel, 10 %ig • Sammelgel, 5 %ig
A. dest 4,0 ml A. dest 3,4 ml
Acrylamid-Mix 3,3 ml Acrylamid-Mix 830 µl
1,5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 6.8) 630 µl
SDS (10 %) 0,1 ml SDS (10 %) 50 µl
APS (10 %) 0,1 ml APS (10%) 50 µl
TEMED 4 µl TEMED 5 µl
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• Elektrophoresepuffer
Glycin 250 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1 %
3.2.6 Western-Blot
Die in einer SDS-PAGE (3.2.5) aufgetrennten Proteine können mittels eines Western-Blots
vom Polyacrylamidgel auf eine immobilisierende Nitrocellulose-Membran transferiert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Elektroblot mit einer Apparatur der Firma
BIORAD („Mini-Transblot“)durchgeführt.
Der Aufbau des Blots erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Der Transfer wurde für 2 h
bei einer Spannung von ca. 100 V in Blot-Puffer unter Kühlung der Apparatur in einem
Eisbad durchgeführt.
Nach dem Transfer wurde das Proteinbandenmuster auf der Nitrocellulose-Membran mittels
Färbung mit Ponceau S (SERVA) reversibel sichtbar gemacht (SALINOVICH und
MONTELARO, 1986). Dies diente einerseits zur Kontrolle des Transfers und andererseits
konnten so die Banden des Größenstandards detektiert und markiert werden. Die Membran
wurde 5 min bei RT in Ponceau S inkubiert und anschließend solange mit Wasser abgespült,
bis die Proteinbanden die gewünschte Intensität aufwiesen.
• Blotpuffer
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 %
pH 8.1-8.4
3.2.7 Immunologische Färbereaktion
Bei einem "Immunostaining" werden Proteine, die zuvor auf einer Trägermembran
immobilisiert wurden, mit Hilfe spezifischer Antikörper nachgewiesen (TOWBIN et al.,
1979). Die Proteine werden zunächst durch einen primären, spezifischen Antikörper
detektiert. In einem zweiten Schritt wird ein sekundärer, mit alkalischer Phosphatase
gekoppelter Antikörper, der gegen die konstante Region des ersten gerichtet ist, an diesen
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angelagert. Der gebundene Antikörperkomplex kann anschließend durch eine Farbreaktion, in
der Nitroblautetrazolium (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (BCIP) durch die
alkalische Phosphatase in einen blauen Farbstoff umgewandelt werden, detektiert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode zum Nachweis transgener PEPCase in
S. tuberosum und N. tabacum herangezogen. Als primärer Antikörper diente ein gegen die
PEPCase aus C. glutamicum gerichteter polyklonaler AK aus Kaninchen (GEHLEN, 1997).
Als sekundärer AK wurde ein Anti-Kaninchen-AK aus Schaf mit angekoppelter alkalischer
Phosphatase (Anti-Rabbit-IgG Alkaline Phosphatase Conjugate, SIGMA) verwendet.
Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran wurden freie
Bindungsstellen über Nacht bei 4°C mit Blocking-Puffer (PBSTG) abgesättigt. Anschließend
wurde zweimal 10 min mit 50 ml PBST-Puffer gewaschen, bevor die Membran 2 h bei 37°C
mit dem in PBST-Puffer verdünnten, primären Antikörper (1:500) inkubiert wurde. Nach
weiteren zwei Waschschritten für 10 min bei RT wurde die Membran in PBST mit dem
sekundären Antikörper (1:10000) 2 h bei 37°C geschüttelt. Abschließend wurde dreimal 10
min mit PBST-Puffer gewaschen und dann die Substratlösung für die alkalische Phosphatase
auf die Nitrocellulose gegeben. Die Reaktion wurde nach dem Erscheinen deutlicher Banden
auf der Membran mit Wasser abgestoppt.
• PBST • PBSTG
NaCl 137 mM PBST
KCl 8,1 mM Fischgelantine (SIGMA) 0,45 %
Na2HPO4 2,7 mM
KH2PO4 1,5 mM • BCIP
Tween 20 0,05% 5-Brom-4-chloro-3-indolyl-phosphat 0,5 %
pH 7.2 in A. dest
• Substratlösung • Tris/NBT
Tris/NBT 20 ml Tris/HCl (pH 9.6) 150 mM
BCIP 200 µl Nitroblautetrazolium (NBT) 0,01 %
MgCl2 (2 M) 20 µl
3.2.8 GUS-Enzymaktivitätstest
Die Bestimmung der ß-Glucuronidase (GUS)-Aktivität beruht auf einer Methode von
JEFFERSON et al. (1987). Das Enzym ß-Glucuronidase spaltet von einem ß-D-Glucuronid in
Anwesenheit von Wasser Glucuronsäure ab, wobei ein Alkohol freigesetzt wird. In dem von
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JEFFERSON et al. (1987) beschriebenen System wird 4-Methyl-Umbelliferyl-ß-D-
Glucuronid (MUG) als Substrat verwendet. Der entstehende Alkohol 4-Methylumbelliferon
(MU) zeigt Fluoreszenz, die bei einer Excitationswellenlänge von 365 nm und einer
Emissionswellenlänge von 455 nm im Fluorimeter gemessen werden kann.
Diese Reaktion wurde zum Nachweis der transienten Expression in Tabakprotoplasten
verwendet. Dazu wurden72 µl des Proteinextraktes (s. 3.2.1) mit 8 µl Substratlösung versetzt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschließend durch Zugabe von 1 ml 0,2 M
Na2CO3 abgestoppt. Die Fluoreszenzbestimmung erfolgte bei den oben genannten
Wellenlängen in einem Spektrofluorimeter. Die den Fluoreszenzwerten entsprechenden
Mengen 4-Methylumbelliferon wurden aus einer Eichkurve bestimmt, die mittels
verschiedener Mengen MU erstellt wurde.
• Substratlösung
MUG 10 mM
NaH2PO4 50 mM
EDTA 10 mM
ß-Mercaptoethanol 10 mM
Triton X-100 (pH 7,2) 0,1 %
3.2.9 Metabolit-Bestimmung in Blättern von S. tuberosum
3.2.9.1 Ethanolextraktion zur Metabolit-Bestimmung
Zur Metabolitbestimmung wurde Blattmaterial von jungen Gewächshauspflanzen, die unter
gleichen Bedingungen angezogen wurden,verwendet. Dazu wurden je 100-300 mg
Blattmaterial geerntet, gewogen und direkt mit 1 ml 80%igem EtOH versetzt. Die Extraktion
erfolgte durch Inkubation für 15 min bei 70°C im Thermoblock in 1,5 ml Eppendorfgefäße,
die mittels Glaskugeln verschlossen wurden. Die Ansätze wurden in einer Tischzentrifuge für
5 min bei 14000 g pelletiert und der Überstand in ein 2 ml Eppi überführt. Anschließend
wurden zwei weitere Extraktionsschritte für je 5 min mit 500 µl 80%igem EtOH durchgeführt
und die Überstände vereinigt.
Das Pellet wurde zur Bestimmung des Stärke-Gehaltes bei -70°C gelagert. Aus dem
Überstand erfolgte die Bestimmung des Gehalts an Malat, Gesamt-Aminosäuren, Glukose,
Fruktose, Saccharose sowie des Gesamt-Kohlenhydratgehaltes. Die Lagerung des Überstandes
erfolgte ebenfalls bei -70°C.
36
3.2.9.2 Bestimmung des Aminosäure-Gehaltes
Zur Bestimmung des Gesamt-Aminosäure-Gehaltes der Extrakte wurde eine Ninhydrin-
Reaktion durchgeführt. Dazu wurden 66 µl des EtOH-Extraktes (3.2.8.1) mit 264 µl 3 M
Essigsäure versetzt und anschließend in einem Eppendorfgefäß mit 660 µl Ninhydrinreagenz
gemischt. Als Negativ-Kontrolle diente ein Ansatz mit 80 %igem EtOH anstelle des
Pflanzenextraktes. Das Eppendorfgefäß wurde für 10 min bei 80°C in einem Wasserbad
inkubiert und anschließend auf RT abgekühlt. Die Messung der Extinktion erfolgte im
Photometer bei 25°C und einer Wellenlänge von 506 nm. Zu jeder Messreihe wurde eine
Eichkurve mit 0-1000 µM Glutaminsäure aufgenommen.
Der Aminosäure-Gehalt berechnet sich nach folgender Formel:
E x s x VG x VP x MG
Aminosäuren (mg/g FG) = 
VE x FG
mit VP Gesamtvolumen derProbe (Extrakt + Säure)
VG Gesamtvolumen des Extraktes
VE Volumen des eingesetzten Extraktes
FG Frischgewicht des Blattmaterials (g)
MG Molekulargewicht (g/mol)
s Steigung der Eichgeraden
d Schichtdicke der Küvette ( 1cm)
3.2.9.3 Bestimmung des Glukose- Fruktose- und Sucrose-Gehaltes
Die Quantifizierung der verschiedenen Zucker erfolgte in einem Ansatz und beruht auf
folgendem Prinzip: Glukose wird durch die ATP-abhängige Hexokinase in Glukose-6-
Phosphat umgewandelt, welches in einer anschließenden Oxidationsreaktion durch Glukose-
6-Phosphat-Dehydrogenase in Anwesenheit von NADP zu 6-Phosphogluconat dehydrogeniert
wird. Das dabei entstehende NADPH+H+ ist direkt proportional zur Glukosekonzentration.
Da nur der reduzierte Cofaktor (NADPH+H+) im Gegensatz zum oxidierten NADP ein
Absorptionsmaximum bei 340 nm aufweist, kann der Verlauf der Reaktion bei dieser
Wellenlänge photometrisch detektiert werden. Der Anstieg der Absorption bildet somit ein
Maß für den Umsatz an Glukose.
Fruktose wird ebenfalls durch das Enzym Hexokinase umgesetzt. Das dabei entstehende
Fruktose-6-Phosphat kann nach der Beendigung der Glukosebestimmung durch Zugabe von
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Phosphoglukose-Isomerase zu Glukose-6-Phosphat isomerisiert werden. Glukose-6-Phosphat
wird in Gegenwart von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase dem Gleichgewicht entzogen und
Fruktose-6-Phosphat somit quantitativ in 6-Phosphogluconat überführt. Die Detektion erfolgt
wie oben beschrieben.
Die im Ansatz vorhandene Sucrose kann nach Beendigung der Fruktosebestimmung
quantifiziert werden. Durch Zugabe des Enzyms Invertase wird die Saccharose in äquimolare
Mengen Glukose und Fruktose gespalten, welche wiederum wie oben beschrieben durch die
Messung der Absorptionszunahme bei 340 nm quantifiziert werden können.
Zur photometrischen Bestimmung wurden jeweils 950 µl Assay-Mix in einer Küvette mit 50
µl des EtOH-Extraktes (3.2.8.1) gemischt und die Extinktion bei 340 nm bestimmt (E0). Zur
Bestimmung des Glukose-Gehaltes wurde 1 µl Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
/Hexokinase zugefügt, der Ansatz durchmischt und nach vollständigem Ablauf der Reaktion
nach ca. 15 min der neue konstante Wert bei 340 nm bestimmt (E1).
Die Bestimmung des Fruktose-Gehaltes wurde durch Zugabe von 1 µl Phosphoglukose-
Isomerase gestartet. Auch hier wurde nach ca. 15 min ein konstanter Wert der Absorption
erreicht (E2).
Zur abschließenden Bestimmung des Sucrose-Gehaltes wurde 1 µl Invertase (gelöst in 0,32 M
Na-Citrat-Puffer, pH 4,6) zupipettiert und ebenfalls nachvollständigem Ablauf der Reaktion
der konstante Absorptionswert bestimmt (E3).
Der Gehalt an Glukose, Fruktose und Sucrose berechnet sich nach folgenden Formeln:
(E1-E0) x VP x MG x VG
Glukose (mg/g FG) = 
VE x FG x ε x d
(E2-E1) x VP x MG x VG
Fruktose (mg/g FG) = 
VE x FG x ε x d
(E3-E2) x VP x MG x VG
Sucrose (mg/g FG) = 
VE x FG x ε x d
mit VP Volumen derProbe
VG Gesamtvolumen des Extraktes
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VE Volumen des eingesetzten Extraktes
FG Frischgewicht des Blattmaterials (g)
MG Molekulargewicht (g/mol)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (6300 l x mol-1 x cm-1)
d Schichtdicke der Küvette ( 1cm)
• Assay-Mix
Hepes NaOH (pH 7,0) 100 mM
MgCl2 10 mM
ATP 2 mM
NADP 0,8 mM
3.2.9.4 Bestimmung des Gesamt-Kohlenhydrat-Gehaltes
Der Gesamt-Kohlenhydratgehalt der Extrakte wurde mittels der Anthron-Methode nach
MORRIS (1948) und SCOTT und MELVIN (1953) bestimmt. Hierbei werden die
Kohlenhydrate bei 100°C in Anwesenheit von Schwefelsäure hydrolysiert. Entstehende
Monomere werden derivatisiert und bilden mit Anthron einen blaugrünen Farbkomplex, der
spektralphotometrisch detektierbar ist.
Dazu wurden in einem Reagenzglas 20 µl des eisgekühlten Extraktes mit 380 µl eisgekühltem
A. dest. versetzt und unter ständigem Schütteln auf einem Vortex mit 2 ml frisch angesetztem
Anthron-Reagenz (Anthron in 10,3 mM H2SO4) vermischt. Der Ansatz wurde 25 min in
einem kochenden Wasserbad zur Hydrolyse der Kohlenhydrate inkubiert. Nach erneuter
Durchmischung wurde ein 1 ml Aliquot des Ansatzes in eine Küvette überführt und bei 25°C
und 625 nm gegen einen Leerwert (A. dest statt Extrakt) im Photometer gemessen. Zur
Ermittlung des Kohlenhydratgehaltes wurde eine Eichkurve mit 0-100 µg/ml Glukose erstellt.
Zur Berrechnug wurde folgende Formel verwendet:
E x s x VP x VG
Gesamtzucker (mg/g FG) = 
VE x FG
mit VP Gesamtvolumen derProbe (Extrakt + Säure)
VG Gesamtvolumen des Extraktes
VE Volumen des eingesetzten Extraktes
FG Frischgewicht des Blattmaterials (g)
MG Molekulargewicht (g/mol)
s Steigung der Eichgeraden
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3.2.9.5 Bestimmung des Gehaltes an löslicher und unlöslicher Stärke
Zur Bestimmung des Stärke-Gehaltes wurden die aus der EtOH-Extraktion (3.2.9.1)
verbliebenen Blattpellets verwendet. Die Pellets wurden mit 300 µl Tris-HCl Puffer (100 mM,
pH 8,0) und einer Spatelspitze Seesand versetzt und in einem Eppendorfgefäß bei RT
gemörsert. Der Ansatz wurde zur Extraktion für 15 min bei 70°C im Thermoblock gelagert
und anschließend bei 14000 g für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde zur Bestimmung
des Gehaltes an löslicher Stärke verwendet, das Pellet zur Bestimmung des Gehaltes an
unlöslicher Stärke.
Die in der Probe vorliegende Stärke muß zunächst mit Hilfe des Enzyms Amyloglucosidase
(AGS) in Glukosemonomere überführt werden, um diese anschließend wie unter 3.2.9.4
beschrieben photometrisch nachweisen zu können.
a)Bestimmung der löslichen Stärke
200 µl des Überstandes wurden in ein neues Eppi überführt mit 200 µl AGS-Lösung versetzt
und für 30 min bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Zur Neutralisierung wurden 500 µl Tra-
Puffer zugegeben und die Reaktion damit abgestoppt. Dem Ansatz wurden 50 µl ATP-Lösung
und 50 µl NADP-Lösung sowie 657,5 µl A. dest zugesetzt, gemischt und bei 340 nm im
Photometer der Wert E0 ermittelt. Anschließend wurde wie unter 3.2.9.4 beschrieben
weiterverfahren und der Wert E1 bestimmt. Die Berechnung des Stärke-Gehaltes erfolgte wie
unter b) beschrieben.
• AGS-Lösung • Tra-Puffer
7 U Amyloglucosidase Triethanplamin/NaOH (pH 7,6) 750 mM
(BOEHRINGER) / ml MgSO4 10 mM
in Na-Citratpuffer (320 mM, pH 4,6)
• ATP-Lösung • NADP-Lösung
ATP 81 mM NADP 11,5 mM
NaHCO3 595 mM
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b) Bestimmung der unlöslichen Stärke
Dem Pellet aus der Aufarbeitung zur Quantifizierung der löslichen Stärke wurde 1 ml Na-
Citratpuffer (0,32 M, pH 4,6) und 3,5 µl Amyloglucosidase (140 U/ml BOEHRINGER)
zugesetzt. Anschließend wurde der Ansatz auf dem Vortex gemischt und für 20 h bei 37°C
unter ständiger Bewegung inkubiert. Der Ansatz wurde 20 min bei 14000 g zentrifugiert und
100 µl des Überstandes in den Test eingesetzt, der nach der Vorschrift für die Bestimmung
des Glukose-Gehaltes (3.2.9.3) durchgeführt wurde.
Der Gehalt an löslicher bzw. unlöslicher Stärke läßt sich nach folgender Formel berechnen:
(E1-E0) x VP x MG x VG
lös./unlös. Stärke (mg/g FG) = 
VE x FG x ε x d
mit VP Volumen derProbe
VG Gesamtvolumen des Extraktes
VE Volumen des eingesetzten Extraktes
FG Frischgewicht des Blattmaterials (g)
MG Molekulargewicht (g/mol)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (6300 l x mol-1 x cm-1)
d Schichtdicke der Küvette ( 1cm)
3.2.9.6 Bestimmung des Malat-Gehaltes
Der Malat-Gehalt der Pflanzenextrakte wurde mittels eines photometrischen Tests ermittelt.
Der Test beruht auf der durch das Enzym NADH-Malat-Dehydrogenase (MDH) katalysierten
Oxidation von Malat zu Oxalacetat unter Reduktion von NAD. Die Menge an entstehendem
NADH+H+ kann bei einer Wellenlänge von 340 nm im Photometer detektiert werden und ist
proportional zur Menge an umgesetztem Malat.
Zur photometrischen Bestimmung wurden 950 µl des Assay-Mix in eine Küvette gegeben und
die Extinktion bei 340 nm gemessen (E0). Nach Zugabe von 50 µl Pflanzenextrakt (3.2.1)
wurde der Ansatz gut durchmischt und der Anstieg der Absorption während des
Reaktionsablaufs verfolgt, bis nach ca. 10 min ein konstanter Wert erreicht wurde (E1).
Der Gehalt an Malat kann nach folgender Formel aus dem Anfangswert E0 und dem Endwert
E1 berechnet werden:
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(E1-E0) x VK x MG x VE
Malat (mg/g FG) = 
VP x FG x ε x d
mit VK Volumen der Küvette
VE Gesamtvolumen des Extraktes
VP Volumen des eingesetzten Extraktes
FG Frischgewicht des Blattmaterials (g)
MG Molekulargewicht (g/mol)
ε molarer Extinktionskoeffizient von NADPH (6300 l x mol-1 x cm-1)
d Schichtdicke der Küvette ( 1cm)
• Assay-Mix
Hydrazin-HCl (pH 9,3) 200 mM
NAD 2 mM
NADH-Malat-Dehydrogenase (MDH) 3,1 U
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4 ERGEBNISSE
Im Vorfeld dieser Arbeit konnten durch Transformation mit ppc-Genen unterschiedlicher
Herkunft transgene Linien von S.tuberosum erzeugt werden, die eine erhöhte Aktivität des
Enzyms Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) aufweisen. Dazu wurden eukaryotische
(Zea mays, Flaveria trinervia) und prokaryotische (Corynebakterium glutamicum,
Escherichia coli) ppc-Gene eingesetzt (BECKER, 1990, MERKELBACH, 1994, GEHLEN,
1997), wobei die maximale Erhöhung der PEPC-Aktivität - auf das vierfache der
untransformierten Kontrolle - mit dem ppc-Gen aus Corynebacterium glutamicum erzielt
werden konnte (GEHLEN et al. 1996). Durch die Verwendung eines Tetracyclin-
induzierbaren Promotorsystems zur regulierbaren Expression der ppc-Gene aus C. glutamicum
und F. trinervia in S. tuberosum konnten keine Pflanzen mit erhöhter PEPC-Aktivität
regeneriert werden (PANSTRUGA, 1996).
Um eine weitere Erhöhung der PEPC-Aktivität zu erreichen, wurden in dieser Arbeit
unterschiedliche Ansätze gewählt. Eine Möglichkeit stellt die Überexpression der endogenen
stppc-Gene dar. Dazu ist die Isolierung und Charakterisierung der Promotor- und Gensequenz
notwendig. Das stppc1-Gen aus S. tuberosum wurde bereits von MERKELBACH (1994) und
PANSTRUGA (1996) charakterisiert. Durch Screenen einer genomischen Lambda-Bank von
S. tuberosum sollte der fehlende 5´-Bereich des Promotors dieses Gens sowie ein zweites, als
stppc2 bezeichnetes Gen isoliert und charakterisiert werden.
4.1 Isolierung von ppc-Genen aus S. tuberosum
Im Rahmen vorangegangener Arbeiten konnten im Genom von S. tuberosum zwei
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gene (stppc1 und stppc2) identifiziert werden. Von stppc1
ist die genomische Sequenz einschließlich 370 bp des Promotors charakterisiert worden.
Versuche, weiter stromaufwärts gelegene Sequenzbereiche zu identifizieren schlugen jedoch
in der Vergangenheit fehl (PANSTRUGA, 1996).
Aus einer genomischen Lambda-Phagenbank von S. tuberosum wurde von BAAG (1996) ein
Phagenklon (“10“) isoliert, der die 3´-Hälfte des Isogens stppc2 trägt. Die Gensequenz bricht
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an einer BamHI-Schnittstelle ab und im 5´-Bereich des Phagenklons findet sich keine
Homologie mehr zum Isogen stppc1, was durch weitergehende Hybridisierungen sowie durch
Sequenzierung der Übergangsbereiche bestätigt werden konnte.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der im Phagenklon “10“ vorliegende 3´-Bereich des Gens
stppc2 vollständig sequenziert. Zur Identifizierung der gesamten genomischen Sequenz von
stppc2 inklusive des Promotors und weiter stromaufwärts gelegener Promotorbereiche von
stppc1 sollte die genomische Lambda-Phagenbank unter Verwendung neu abgeleiteter Sonden
durchsucht werden.
4.1.1 Screenen der genomischen Lambda-Phagenbank
Eine genomische Phagenbank aus S. tuberosum (2.3) wurde mittels der Plaque- und Southern-
Hybridisierung auf Klone mit stppc-Gensequenzen untersucht. Ausgehend von einer
durchschnittlichen Insertgröße von 15 kb und einer haploiden Genomgröße der Kartoffel von
1,27 x 106 kb (BENETT und SMITH, 1976) sind 4 x 105 Klone ausreichend, um das gesamte
Genom zu repräsentieren. Der Titer der Phagenbank wurde wie unter 3.1.13.1 beschrieben
ermittelt. Die Phagen wurden in Petrischalen ausplattiert und auf Filter übertragen. Zusätzlich
wurde jeweils ein Replikafilter, zur Abgrenzung echter Signale von unspezifischen
Hintergrundsignalen, hergestellt.
Um mit möglichst hoher Wahrscheinlichkeit alle vorhandenen ppc-Gene aus der genomischen
Bank von S. tuberosum isolieren zu können, wurden zur ersten Hybridisierung zwei Sonden
parallel eingesetzt. Als erste Sonde wurde der 5’-Bereich der cDNA von stppc1 ausgewählt
(MERKELBACH, 1994). Die Homologie zwischen stppc1 und der bekannten Sequenz von
stppc2 beträgt im Exonbereich ca. 91 % (BAAG, 1996). Ein 1,2 kb großes Fragment wurde
aus dem Plasmid pB310, das die fast vollständige cDNA von stppc1 im Polylinker trägt,
isoliert (Sonde1; vgl. Abb.4.1).
Als zweite Sonde sollte ein Fragment verwendet werden, das dem Gen stppc2 entstammt und
sowohl Exon- als auch Intronbereiche dieses Gens umfaßt. Durch die vollständige
Sequenzierung der im Phagenklon “10“ enthaltenen 3´-Hälfte von stppc2, die im Rahmen
dieser Arbeit erfolgte (4.1.4.2), konnte dieser Bereich bereits zu Beginn dieser Arbeit
charakterisiert werden. Ein 2 kb großes Fragment, das Exon3 bis Exon8 umfaßt, wurde über
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die Restriktionsschnittstellen BamHI und SacI aus dem Plasmid pRB10B (BAAG, 1996)
isoliert (Sonde 2; vgl. Abb. 4.1). Beide Sonden wurden für die erste Screening-Runde
radioaktiv markiert.
stppc1
 E1 E2   E3   E4   E5 E6  E7 E8  E9  E10
3 6 4
1
stppc2
 E1 E2   E3   E4   E5 E6  E7 E8  E9 E10
 5 7
2
Abb. 4.1 Schematische Darstellung der Gene stppc1 und stppc2 zur Verdeutlichung der
Lage der verwendeten Hybridisierungssonden. Die Exon-Bereiche der Gene sind schraffiert
dargestellt. Sonde 1 enthält lediglich die Exonbereiche des dargestellten Bereichs.
Bei einer angenommenen minimalen Homologie von 80% innerhalb der Genfamilie wurde
nach den Angaben des Herstellers der Phagen-Bank (CLONTECH) die Hybridisierungs-
temperatur auf 58°C und die Waschtemperatur auf 60°C festgelegt.
Nach der Durchführung der ersten Hybridisierungsrunde (3.1.13.4) mit 4 x 105 Phagen
konnten durch den Vergleich von Original- und Replikafilter 42 Signale unterschiedlicher
Stärke identifiziert und entsprechenden Plaquebereichen, die 20-50 pfu umfaßten, auf den
Platten zugeordnet werden. Diese Bereiche wurden ausgestochen, die Phagen eluiert,
amplifiziert und der Titer ermittelt. Von diesen Klonen wurden „Phagen-Stocks“ angelegt
(3.1.13.5) und mit fortlaufenden Nummern versehen.
In einer zweiten Hybridisierungsrunde wurde zur näheren Eingrenzung der positiven Klone
mit zwei weiteren Sonden nacheinander hybridisiert. Bei der ersten Hybridisierung der auf
Nitrocellulose immobilisierten Phagen-DNA wurde eine Sonde, die der bereits
charakterisierten Promotor-Sequenz von stppc1 entspricht (Sonde 3; vgl. Abb. 4.1) verwendet.
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Die Herstellung und radioaktive Markierung der Sonde wurde mittels PCR-Reaktion
durchgeführt (3.1.13.3). Die Hybridisierung zeigte jedoch nur bei Phagenklon “4“ eindeutig
positive Signale.
Die Sonde wurde anschließend von den Filtern abgewaschen und die Filter in eine weitere
Hybridisierungsreaktion mit Sonde 2 eingesetzt. Mittels dieser Sonde konnten 34 positive
Signale identifiziert werden. Nach der Durchführung einer dritten Hybridisierungsrunde mit
der gleichen Sonde konnten den erhaltenen Signalen einzelne Plaques eindeutig zugeordnet
werden. Von den positiven Phagenklonen wurden wiederum High-Titer-Stocks hergestellt, die
als Ausgangsbasis für nachfolgende Untersuchungen der Klone dienten.
4.1.2 Southern-Hybridisierung von Lambda-DNA-Minipräparationen
Zunächst wurde mit den isolierten Phagen-Klonen eine Slot-Blot-Analyse durchgeführt, um
mittels Hybridisierung mit unterschiedlichen Sonden eine schnelle, weitere Eingrenzung der
großen Anzahl an positiven Klonen zu erreichen. Durch dieses Verfahren konnten 8 Klone,
die mit keiner Sonde ein Signal gaben, ausgeschlossen werden.
Zur näheren Charakterisierung positiver Klone wurde die Phagen-DNA durch Lambda-
Minipräparation (3.1.13.6.) isoliert, geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und positive
Fragmente mittels Southern-Hybridisierung (3.1.12.3) ermittelt. Die DNA wurde in eine
Doppelrestriktion mit den Enzymen BamHI/XhoI eingesetzt, da dadurch einerseits die
genomischen Insertsequenzen über die im Polylinker vorliegenden XhoI-Schnittstellen aus der
Phagen-DNA ausgeschnitten wurden und andererseits eine Fragmentierung der DNA in
sinnvoller Größenordnung erreicht wurden. In Abb. 4.2A ist exemplarisch eine solche
Auftrennung von 15 Klonen dargestellt (Spur 2-16). Alle Phagenklone zeigen drei Banden
gleicher Größe: die größte Bande repräsentiert die über ihre cos-sites zusammenhaftenden
Phagenarme, die darunter liegenden Banden entsprechen dem linken (20,1 kb) bzw. rechten
Phagenarm (9,2 kb). Die DNA-Bandenmuster wurden auf Nitrocellulose-Membran übertragen
und mit verschiedenen „Dig“-markierten Sonden (3.1.12.3) nacheinander hybridisiert.
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1     2    3   4    5   6    7    8    9  10  11 12  13  14  15 16
       2    3    4    5    6    7     8    9   10   11  12  13   14  15  16
           2    3    4    5    6    7     8    9   10   11   12   13  14   15  16
Abb. 4.2 Restriktionsanalyse (A) und Southern-Hybridisierung mit Sonde 2 (B) und 4 (C)
(vgl. 4.1) 15 unterschiedlicher Phagenklone. Die Phagen-DNA wurde mit den Restriktions-
enzymen BamHI/XhoI geschnitten und in einem 0,8%igen Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt.
Spur 1: λ/PstI als Längenstandard
Spur 2-16: Phagenklone 1, 3, 5, 7, 8, 10, 14, 15, 19, 21, 23, 30, 35, 39 und 42
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Durch eine Hybridisierung mit Sonde 2 (Exon3 bis Exon8 aus stppc2 des stppc2-Gens; vgl.
Abb. 4.1) sollte zunächst ermittelt werden, ob es sich bei den isolierten Klonen tatsächlich um
solche Klone handelt, die stppc-Fragmente tragen. Die Hybridisierung ergab bei allen Klonen
bis auf Klon 3, 21 und 42 ein starkes Signal, das sich jeweils einer Bande zwischen 4 kb und
7 kb zuordnen läßt, während Klon 1 lediglich ein schwaches Signal zeigt (Abb. 4.2B). Bei
einer anschließenden Hybridisierung mit einer weiteren Sonde, die dem Exon 2 von stppc1
entspricht (Sonde 4; vgl. Abb. 4.1), zeigt sich zusätzlich ein Signal bei Klon 3. Banden
entsprechender Größe treten ebenfalls bei den Klonen 1 und 39 auf (Abb. 4.2C). Zusätzlich
zeigen die Klone 1, 3 und 5 ein Signal in Höhe der 0.4 kb Bande des Markers, die sich jedoch
auf dem Foto der gelelektrophoretischen Auftrennung (Abb. 4.2A) nicht erkennen läßt.
Daneben ergeben sich bei einigen Klonen zusätzliche, schwächere Signale. Diese Signale sind
zum Teil spezifisch und erklären sich durch die Art der Sonden-Markierung: bei der PCR
entstehen neben den gewünschten auch längere Fragmente, die über die zu amplifizierende
Region hinausgehen und ebenfalls markiert sind. Diese Fragmente geben mit angrenzenden
Gensequenzen schwächere Signale.
Um unter den vorhandenen Klonen solche ausfindig zu machen, die die Promotor-Sequenz
von stppc1 tragen, wurden die Filter anschließend mit Sonde 3 (vgl. Abb. 4.1) hybridisiert.
Dabei zeigte jedoch lediglich Klon 4 ein deutlich positives Signal (Ergebnis nicht dargestellt).
Für die nähere Charakterisierung der vorhandenen Promotor- und Gensequenzen wurden
neben Klon 4 solche Klone ausgewählt, die unterschiedliche Restriktionsmuster zeigten und
mit Sonde 2 hybridisierten.
4.1.3 Restriktionskartierung
Zur Lokalisierung der gesuchten Sequenzen innerhalb der Phagen-Klone wurden von den
Klonen 4, 5, 7, 8, 30 und 35 Restriktionskarten angefertigt. Die Phagen-DNA wurde zu
diesem Zweck jeweils mit den Restriktionsenzymen BamHI, SacI und XhoI sowie mit
Kombinationen jeweils zweier Restriktionsenzyme geschnitten. Zusätzlich wurden
Hybridisierungen mit unterschiedlichen Sonden zur Absicherung der Ergebnisse durchgeführt.
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Durch eine Restriktionskartierung von Klon 4 sollte ermittelt werden, ob dieser Klon, wie
postuliert, die Gensequenz und die weiter stromaufwärts liegende, noch nicht bekannte
Promotorsequenz von stppc1 trägt. Durch die gelelektrophoretische Auftrennung der mit den
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnittenen Phagen-DNA konnte eine aufgrund der
Sequenz von stppc1 zu erwartende 2 kb Bande im BamHI/SacI-Restriktionsansatz
nachgewiesen werden, die dem Bereich der Sonde 2 (vgl. Abb. 4.1) in stppc1 entspricht
(Abb. 4.3A).
A B C
      1  2   3   4    5   6   7   8 2    3   4   5   6   7 2     3    4   5   6   7
Abb. 4.3 Restriktionsanalyse (A) und Southern-Hybridisierung mit Sonde 2 (B) und 3 (C)
(vgl. Abb. 4.1) des Phagenklons 4. Die Phagen-DNA wurde mit den angegebenen
Restriktionsenzymen geschnitten und in einem 0,8%igen Agarosegel gelelektrophoretisch
aufgetrennt.
Spur 1: λ/PstI als Längenstandard
Spur 2: Phagenklon 4, geschnitten mit BamHI
Spur 3: Phagenklon 4, geschnitten mit SacI
Spur 4: Phagenklon 4, geschnitten mit XhoI
Spur 5: Phagenklon 4, geschnitten mit BamHI/SacI
Spur 6: Phagenklon 4, geschnitten mit BamHI/XhoI
Spur 7: Phagenklon 4, geschnitten mit SacI/XhoI
Spur 8: λ/HindIII als Längenstandard
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Um die genaue Position und Orientierung des stppc1-Gens und des Promotors im Insert zu
ermitteln, wurde die DNA auf Nitrocellulose geblottet und zunächst wiederum mit Sonde 2
hybridisiert. Dabei zeigt die 2 kb Bande im Restriktionsansatz mit den Enzymen BamHI/SacI
(Spur 5) den Erwartungen entsprechend ein Signal (Abb. 4.3B). Anhand der Signale in den
Spuren 2, 3, 4, 6 und 7 ließ sich ebenfalls ermitteln, auf welchen Restriktionsfragmenten sich
dieser Genbereich jeweils befindet, so daß die Ermittlung der Lage der einzelnen
Schnittstellen in diesem Bereich eindeutig möglich war. Durch eine anschließende
Hybridisierung des Filters mit Sonde 3 (Promotorbereich von stppc1) konnten zusätzlich die
Restriktionsfragmente identifiziert werden, die den Promotorbereich des Gens tragen
(Abb. 4.3C). Aus den vorhandenen Daten konnte schließlich die in Abb. 4.4 wiedergegebene
Restriktionskarte des 12,6 kb großen Inserts des Klons 4 erstellt werden.
MCS  MCS
XhoI/SacI BamHI SacI     BamHI XhoI BamHI  SacI/Xho
        λ           λ
   5´     3´
ATG  TAG
0 2450 4550 6650 9700 11200 12600
bp
Abb. 4.4 Restriktionskarte des Phagenklons 4. MCS: Polylinker der Phagen-DNA;
Doppellinie: Insert-DNA; schraffierter Bereich: Bereich, der das stppc1-Gen umfaßt; ATG:
Startcodon; TAG: Stopcodon
Zur Orientierung sind die relativen Lagen der Restriktionsschnittstellen angegeben
Aus der Restriktionskarte von Klon 4 wird ersichtlich, daß der gesuchte Promotorbereich
direkt an den linken Phagenarm grenzt und ca. 800 bp des Promotors umfaßt. Eine genaue
Analyse erfolgte durch Subklonierung und Sequenzierung des fraglichen Bereichs (vgl. 4.1.4).
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Die Klone 5, 7, 8, 30 und 35 wurden auf das Vorhandensein von stppc2-Sequenzen
untersucht. Die Restriktionskartierung diente zur ersten Analyse und zum Vergleich dieser
Klone. Als Kontrolle wurde Klon 4 eingesetzt. Die DNA wurde mit den oben genannten
Restriktionsenzymen geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 4.5A) und auf Nitro-
cellulosemembran übertragen.
Zur Überprüfung, ob die vorliegenden Klone Gensequenzen von stppc2 tragen, wurde eine für
dieses Gen spezifische Sonde hergestellt. Durch Verwendung der Primer INT3/2A und
INT3/2B wurde das Intron 3 aus dem Plasmid pRB10B (BAAG, 1996) mittels PCR
amplifiziert (Sonde 5; vgl. Abb. 4.1) und „Dig“-markiert (3.1.12.2). Das Ergebnis der
Hybridisierung ist in Abb. 4.5B dargestellt.
I II
5 7 8  4 8 30 35 4
 M  1    2   3   4 5   1   2   3  4   5   1  2    4  M   M   3 4  5   1   2   3  4  5   1  2   3  4  5   4 M
5 7    8    4 8 30   35    4
   1    2   3    4   5   1   2    3    4    5    1  2    4   3   4    5   1    2   3   4   5   1    2   3    4    5    4
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5 7  8     4       30 35 4
   1   2    3    4   5   1    2    3   4    5      1  2     4      1      2     3    4    5   1    2    3    4    5      4
      30    35   4
      1    2    3     4     5    1     2     3    4      5     4
Abb. 4.5 Detektion von stppc2-Gensequenzen in der Insert-DNA der Phagenklone 5, 7, 8,
30 und 35.
A (I, II) Gelelektrophoretische Auftrennung der Phagen-DNA. Als Kontrolle wurde auf
beiden Gelen Klon 4 geschnitten mit BamHI/XhoI aufgetragen.
B (I, II) Southern-Hybridisierung mit Sonde 5 (Intron 3 aus stppc 2)
C (I, II) Southern-Hybridisierung mit Sonde 6 (Exon 1 aus stppc1)
D (II) Southern-Hybridisierung von Gel II mit Sonde 7 (Exon 10 aus stppc2)
1 BamHI
2 SacI
3 BamHI/SacI
4 BamHI/XhoI
5 SacI/XhoI
M λ/PstI als Längenstandard
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Entgegen der Erwartung hybridisiert die Sonde 5 ebenfalls schwach mit dem als
Negativkontrolle verwendeten Klon 4. Diese unspezifische Hybridisierung ist auf die PCR-
gestützte Methode der Sondenmarkierung zurückzuführen (vgl. 4.1.2). Die spezifischen
Signale, die sich bei den Klonen 5, 7, 8, 30 und 35 zeigen sind im Gegensatz zum
unspezifischen Signal des Klons 4 wesentlich intensiver. Aufgrund der Tatsache, daß alle
Klone Signale zeigen und diese teilweise auf Banden gleicher Größe zurückzuführen sind,
liegt der Schluß nahe, daß es sich um überlappende Klone handelt, die alle den mittleren
Bereich des Gens umfassen. Da der 3´-Bereich des Gens zu diesem Zeitpunkt bereits
charakterisiert war (vgl. 4.1), sollte vorrangig ein Klon isoliert werden, der den 5´-Bereich
sowie den Promotor von stppc2 trägt. Zu diesem Zweck wurde als weitere Sonde ein 3´-
endmarkiertes, synthetisches Oligonukleotid, das einem Fragment aus Exon 1 des Gens stppc1
entspricht, für eine weitere Hybridisierung verwendet (Sonde 6; vgl. Abb. 4.1).
Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abb. 4.5C dargestellt. Auf dem Filter 1 zeigen die
Klone 30 und 35 starke Signale, während auf Filter 2 lediglich der als Positivkontrolle
verwendete Klon 4 hybridisiert. Aufgrund dieses Ergebnisses war zu vermuten, daß die Klone
5, 7 und 8 nicht den 5´-Bereich des Gens tragen. Durch Sequenzierung der Subklone, die im
5´-Bereich an den Phagenarm grenzen, konnte gezeigt werden, daß es sich in beiden Fällen
um Sequenzen aus dem mittleren Bereich des stppc2-Gens handelt (Ergebnis nicht
dargestellt.)
Durch eine weitere Hybridisierung von Gel II mit einer Sonde, die komplementär zum Exon
10 des Gens stppc2 ist (Sonde 7), konnte abschließend gezeigt werden, daß im Insert der
Klone 30 und 35 ebenfalls der 3´-Bereich des Gens vorliegt (Abb. 4.5D) und somit
wahrscheinlich beide Klone die gesamte Gensequenz tragen.
Von allen vier Klonen wurden Restriktionskarten erstellt. Da anhand der Restriktionskarten
vermutet werden konnte, daß Klon 35 neben der vollständigen Gensequenz auch einen großen
Bereich der 5´-untranslatierten Region trägt, wurde dieser zur Sequenzanalyse des stppc2
Gens ausgewählt. Die Restriktionskarte des 12,7 kb großen Inserts des Klons 35 ist in
Abb. 4.6 wiedergegeben.
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MCS MCS
 X/S B B   X   B    S   B    S  S/X
        λ           λ
   5´    3´
 ATG TAA
Abb. 4.6 Restriktionskarte des Phagenklons 35.
MCS: Polylinker der Phagen-DNA; Doppellinie: Insert-DNA; schraffierter Bereich: Bereich,
der das stppc2-Gen und den Promotor umfaßt; ATG: Startcodon; TAA: Stopcodon
B: BamHI; S: SacI; X: XhoI
4.1.4 Subklonierung und Sequenzanalyse
Anhand der Restriktionskarten von Klon 4 und Klon 35 konnten die Bereiche der
Phageninserts definiert werden, die Promotor- oder Gensequenzen der Gene stppc1 und
stppc2 tragen. Die entsprechenden Fragmente wurden in den Klonierungsvektor pBluescript
KS über die im Polylinker des Vektors vorhandenen Restriktionsschnittstellen BamHI, SacI
oder XhoI subkloniert. Zur Sequenzierung wurden die für diesen Vektor spezifischen Primer
KS, SK, T3 oder T7 (STRATAGENE) verwendet. Zur Sequenzierung der Abschnitte, die
dadurch nicht erfaßt werden konnten, wurden Oligonukleotide als Primer eingesetzt, die
anhand der schon ermittelten Sequenzinformation neu synthetisiert wurden (vgl. 2.5). Die
Sequenzierung aller Gensequenzen erfolgte in beide Richtungen.
4.1.4.1 Ermittlung der vollständigen Promotorsequenz des stppc1 - Gens
Die in Klon 4 vorhandene Promotorregion von stppc1 wurde als 2,5 kb umfaßendes SacI-
BamHI-Fragment, das an den linken Vektorarm anschließt, über diese Restriktions-
schnittstellen in pBluescript subkloniert (pBHS1-1). Durch Sequenzierung ausgehend vom 3´-
Ende des Inserts (vgl. Abb. 4.8) konnte bestätigt werden, daß es sich um das gewünschte
Fragment des stppc1-Gens handelt. Die vollständige Promotorsequenz des stppc1-Gens wurde
der EMBL-Datenbank (European Bioinformatics Institue, Cambridge) übermittelt, wo sie
unter der Zugangsnummer AJ278827 gespeichert ist. Eine nähere Charakterisierung der
Promotorsequenz erfolgt in Kapitel 4.2.
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Abb. 4.7 Strategie zur Sequenzierung des Inserts von pBHS1-1. Die Pfeile geben die
Sequenzierrichtung und den sequenzierten Bereich an.
Die Introns 1 und 2 sind schraffiert dargestellt. ATG = Translationsstartpunkt
4.1.4.2 Ermittlung der vollständigen genomischen Sequenz des stppc2-Gens
Zur Ermittlung der vollständigen genomischen Sequenz des stppc2 Gens wurden die
Phagenklone 10 (BAAG, 1996) und 35 (4.1.3) verwendet.
Zur Sequenzanalyse des Bereichs, der Exon 2 bis einschließlich der 3´-untranslatierten Region
des stppc2-Gens umfaßt, wurden die Inserts der Subklone pRB10B und pRB10A, die dem
Phagenklon “10“ entstammen (BAAG, 1996), vollständig sequenziert.
Zur Sequenzanalyse des Promotorbereichs sowie der 5´-Gensequenz einschließlich des
Introns 1 wurde das Insert des Phagenklons 35 in Form mehrerer überlappender Fragmente in
pBlueskript KS subkloniert. Durch einen Vergleich der Sequenzen von Subklon 4-1 und
Subklon pRB10B (Abb. 4.8) konnte eine 100%ige Homologie nachgewiesen werden,
wodurch gezeigt werden konnte, daß es sich in beiden Fällen um Sequenzen des Gens stppc2
handelt. Zur Ermittlung der vollständigen Gensequenz wurden die aus dem Phagenklon 35
abgeleiteten Subklone (vgl. Abb. 4.8) vollständig sequenziert, sodaß 2506 bp der 5´-
untranslatierten bzw der Promotorregion, 5505 bp der Gensequenz und 427 bp der 3´-
untranslatierten Region vorliegen. Die 8438 bp umfassende Sequenz des stppc2-Gens wurde
der EMBL-Datenbank übermittelt und ist dort unter der Zugangsnummer AJ011844
gespeichert.
ATGSac I Bam HI
I 1 I 2E 1E 0
pB pB
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Abb. 4.8 Sequenzierungsstrategie des stppc2-Gens. Dargestellt ist das Insert des
Phagenklons 35, das durch die Schnittstellen S/X zu den Phagenarmen begrenzt ist. Der
Bereich des Gens, der in beide Richtungen sequenziert wurde, ist durch einen dicken,
durchgehenden Pfeil gekennzeichnet, der einfach sequenzierte Promotor-Bereich ist durch den
gestrichelten Pfeil gekennzeichnet.
10A, 10B: Bereiche die aus den Subklonen pRB10A und pRB10B (BAAG, 1996) sequenziert
wurden.
B= BamHI, S= SacI, X= XhoI
ATG = Translationsstartpunkt, TAG = Stopcodon
4.2 Charakterisierung von ppc-Genen in S. tuberosum
4.2.1 Promotoren der Gene stppc1 und stppc2
Der sequenzierte, vor dem Translationsstart ATG liegende DNA-Abschnitt des stppc1-Gens
umfaßt 873 Nukleotide. Im Rahmen einer vorangegangenen Dissertation konnte mittels
RAGE („Rapid amplification of genomic ends“) nur ein 370 Nukleotide umfassendes
Fragment dieser Sequenz amplifiziert werden, wobei zwei unterschiedliche Sequenzversionen
(pKL28 und pKL29) gefunden wurden (PANSTRUGA, 1996). Ein Vergleich der ermittelten
Sequenzen mit den Sequenzen beider Subklone zeigt, daß die im Klon 4 vorliegende
Promotorsequenz mit der des Inserts von pKL28 100%ig übereinstimmt. Im Falle des stppc2-
Gens wurden 2506 Nukleotide, die den Promotor und die 5´-untranslatierte Region umfassen,
sequenziert. Da der Transkriptionsstartpunkt des stppc2-Gens aus zeitlichen Gründen nicht
experimentell bestimmt werden konnte, ist weder eine definitive Aussage über die Länge der
3-4
5-16
3-35
4-1
   10B       10A
 B B B  S BX   S S/XS/X
ATG TAG
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5´-untranslatierten Region noch über Vorhandensein oder Lage einer TATA- bzw. CAAT-
Box möglich. Zwar finden sich im 5´-Bereich des Startcodons Sequenzen, die mit den
Konsensus-Sequenzen beider Boxen (JOSHI, 1987, LARSEN et al., 1995) übereinstimmen,
deren Bedeutung jedoch rein spekulativ ist. Obwohl im allgemeinen eine klassische
Genorganisation vorliegt, fehlt einigen ppc-Genen eine typische „TATA“-Box (CHOLLET et
al., 1996).
Mittels eines Homologievergleichs von stppc1- und stppc2-Gen und den abgeleiteten
Aminosäuresequenzen beider Gene konnte der Translationsstartpunkt des stppc2-Gens
ermittelt werden. Das ATG-Startcodon befindet sich an Position 2507 der ermittelten Sequenz
(EMBL-Nummer AJ011844). Die stromaufwärts gelegene Umgebung des Startcodons weicht
dabei stark von der allgemeinen Konsensussequenz „TAAACA“ (JOSHI, 1987) ab.
4.2.2 Exon- und Intronbereiche des stppc2-Gens
Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 8438 bp, die das stppc2-Gen umfassen,
sequenziert. Die Sequenz beinhaltet die komplette codierende Region, die von neun Introns
unterbrochen wird, sowie 2506 Nukleotide der 5´ untranslatierten und 427 Nukleotide der
3´untranslatierten Region.
Ein Fragment des Gens konnte bereits von PANSTRUGA (1996) mittels PCR amplifiziert
und sequenziert werden. Es handelt sich dabei um den Bereich von Nukleotid 6945 bis 8000,
der Exon 7 bis Exon 9 umfaßt. Daß es sich um ein Fragment des hier charakterisierten stppc2-
Gens handelt, zeigt die 100%ige Übereinstimmung im Exon- und Intron-Bereich beider
Sequenzen.
Der Vergleich mit dem stppc1-Gen aus S. tuberosum weist eine Homologie von 86,2% im
codierenden Bereich der Gene auf, während die Homologie im Intronbereich völlig abbricht
(47-60 %). Die Anzahl und Position der Introns innerhalb pflanzlicher ppc-Gene ist sehr hoch
konserviert (CHOLLET et al., 1996) und ist bei den Genen stppc1 und stppc2 identisch. Beide
Gene besitzen neun Introns an konservierten Positionen. Sie werden alle von der Konsensus-
Spleiß-Sequenz „GT/AG“ begrenzt, wobei auch die umliegenden Sequenzen eine hohe
Homologie aufweisen. Die Längen sowie die 5´- und 3´-Übergänge der Introns von stppc1
und stppc2 sind in Tab. 4.1 wiedergegeben.
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Tab. 4.1 Charakteristika der neun Introns der Gene stppc1 und stppc2 imVergleich.
Angegeben sind die 5´- und 3´-Übergänge der Introns, die allgemeine Konsensussequenz der
Spleißgrenzen (CHOLLET et al., 1996) und die jeweilige Länge der Introns. Die
Intronsequenzen sind fett dargestellt.
Intron 5´Ende 3´Ende Länge (bp)
stppc1 stppc2 stppc1 stppc2 stppc1 stppc2
1 ACA GTATG ACA GTATG ATTAG GTC TTTAG GTC 838 753
2 AAG GTTTG AAG GTCTG TTCAG GAT TTTAG GAT 182 178
3 GAG GTAAC GAG GTAAG TGTAG ATC TGCAG ATT 433 484
4 ATG GTATG ATG GTACA TACAG GTA TGCAG GTA 198 222
5 GAG GTATC GAG GTAAT TTCAG TTA TTCAG TTA 104 101
6 TAG GTAAC TAG GTAAC TGCAG AAT TGTAG AAT 368 269
7 CAG GTTCA CAG GTGTG TGTAG TTC TGTAG TTC 287 388
8 CTG GTAAG CTG GTCAG TGCAG GCC GGCAG GCA 99 117
9 CAG GTAAT CAG GTAAA AATAG ATT TATAG GTT 120 98
Konsensus-
Sequenz
aG GTaag tgcAG g
Der AT-Gehalt der Introns ist relativ hoch (65-70 %), wie es häufig bei dikotylen Pflanzen zu
beobachten ist (GOODALL und FILIPOWICZ, 1991), während der AT-Gehalt im
codierenden Bereich nur 55 % beträgt.
Die Aminosäuresequenzen der Proteine PEPC1 und PEPC2 zeigen eine hohe Homologie von
88,8 %. Während der Unterschied zwischen beiden Proteinen auf dem Austausch einiger
Aminosäuren beruht, ist das Fehlen eines Lysins an Position 121 bei PEPC2 im Vergleich zu
PEPC1 auffällig. Das PEPC2-Protein besteht aus 964 Aminosäuren und besitzt damit eine
errechnete molekulare Masse von 110,2 kDa.
Die 3´-untranslatierten Regionen beider Gene weisen, ähnlich den Intronsequenzen, kaum
Homologie auf. Ein Polyadenylierungssignal mit der klassischen Konsensus-Sequenz
AATAAA, wie sie für höhere Pflanzen beschrieben ist (JOSHI, 1987, PROUDFOOT, 1991,
HUNT, 1994) liegt beim stppc2-Gen an Position 8177-8183 im Abstand von 166 bp zum
Stopcodon. Damit ist dieser Abstand im Vergleich zum stppc1-Gen (217 bp) stark verkürzt.
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4.3 Southern-Blot-Analysen genomischer DNA von S. tuberosum mit ppc-spezifischen
Sonden
Durch das Sreenen einer genomischen Phagenbank konnten Klone isoliert werden, die das
stppc1- bzw. das stppc2-Gen tragen (4.1). Da für alle bisher untersuchten höheren Pflanzen
gezeigt werden konnte, daß die PEP-Carboxylasen von Multigenfamilien, die aus drei oder
mehr Isoformen bestehen, codiert werden (CRÉTIN et al., 1991, YANAI et al., 1994,
LEPINIEC et al., 1994, ERNST und WESTHOFF, 1997), sollte mittels Southern-Analysen
das Vorliegen weiterer Isoformen im Genom von S. tuberosum überprüft werden.
Die genomische DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran übertragen (Abb. 4.9). Zur
Sondenherstellung wurden zwei Fragmente des stppc1-Gens, die jeweils eine Homologie von
85 % zum stppc2-Gen aufweisen, mittels PCR amplifiziert und „Dig“-markiert (3.1.12.2). Die
erste Sonde entstammt dem Genanfang und ist komplementär zum Exon 1 (Sonde 6; vgl. Abb.
4.1) von stppc1, während die zweite Sonde dem Exon 10 von stppc2 entspricht (Sonde 7; vgl.
Abb. 4.1). Abb. 4.9B zeigt exemplarisch das Ergebnis der Hybridisierung mit Sonde 6. Die
starken Hybridisierungssignale mit der als Längenstandard verwendeten Lambda-DNA sind
wahrscheinlich auf die PCR-gestützte Methode der Sondenmarkierung zurückzuführen (vgl.
4.1.2), da als Template zur Markierung der Lambda-Klon „4“ verwendet wurde. Aufgrund der
Restriktionskartierung beider Gene konnte ausgeschlossen werden, daß eines der verwendeten
Restriktionsenzyme innerhalb des Genbereichs schneidet, den die Sonde repräsentiert. In
nahezu allen Spuren konnten relativ starke Hybridisierungssignale detektiert werden. Das
Vorliegen mindestens einer zusätzlichen Bande deutet auf das Vorliegen von mindestens drei
ppc-Genen im Genom von S. tuberosum hin. Am deutlichsten zeigt dies das Ergebnis im Falle
der Restriktionsansätze mit EcoRV, DraI und ClaI (Spuren 1, 5 und 8), bei denen drei
distinkte Banden detektiert werden konnten. Aufgrund der Signalintensität läßt sich im
Restriktionsansatz mit BclI (Spur 6) das Vorliegen einer Doppelbande vermuten. Das
Auftreten zusätzlicher Banden bei den Restriktionsansätzen EcoRI, ScaI und NdeI (Spuren 2,
3 und 4) beruht wahrscheinlich auf lediglich partiellem Verdau der DNA. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse kann auch für S. tuberosum das Vorhandensein einer PEPC-
Multigenfamilie, bestehend aus mindestens drei Isogenen, angenommen werden.
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 1  2  3  4  5  6  7  8   9  M  1   2   3  4  5  6  7   8  9  M
A B
Abb. 4.9 Southern-Blot-Analyse genomischer DNA von S. tuberosum mit einer stppc-
spezifischen Sonde.
A: Gelelektrophoretische Auftrennung der mit verschiedenen Restriktionsenzymen
geschnittenen genomischen DNA. Es wurden jeweils 15 µg genomischer DNA mit dem
angegebenen Restriktionsenzym geschnitten und in einem 0,6% Agarosegel aufgetrennt.
B: Southern-Hybridisierung des in A dargestellten Gels mit Sonde 6 (vgl. Abb. 4.1).
1: genomische DNA, geschnitten mit EcoRV
2: genomische DNA, geschnitten mit EcoRI
3: genomische DNA, geschnitten mit NdeI
4: genomische DNA, geschnitten mit ScaI
5: genomische DNA, geschnitten mit DraI
6: genomische DNA, geschnitten mit BclI
7: genomische DNA, geschnitten mit BamHI
8: genomische DNA, geschnitten mit ClaI
9: genomische DNA, geschnitten mit PstI
M: λ/PstI als Längenstandard
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4.4 Untersuchungen zur zellspezifischen Expression von stppc1 mittels in situ-
Hybridisierung
Die Expressionsmuster von PEP-Carboxylase-Genen sind zum Teil organ- bzw. ent-
wicklungsspezifisch (CRÉTIN et al., 1991, YANAI et al., 1994, ERNST und WESTHOFF,
1997). Neben den C3-PEP-Carboxylasen die anaplerotische Funktionen haben, finden sich in
einigen Pflanzen Samen- Wurzel und Schließzell-spezifische Formen (TOH et al., 1994,
CHOLLET et al., 1996, OUTLAW, 1990, SCHULZ et al., 1992, ZHANG et al., 1994).
Ein Klon mit der Sequenz des stppc1 Gens konnte aus einer cDNA-Bank von poly-A+-RNA
aus Blättern von S. tuberosum isoliert werden (MERKELBACH, 1994). Mit Hilfe der in situ-
Hybridisierungstechnik sollte ermittelt werden, ob das stppc1-Gen im Blatt zellspezifisch
exprimiert wird.
Als genspezifische Sonden zur Detektion von mRNA eignen sich die 3´-oder 5´-
untranslatierten Regionen des Gens, da diese Bereiche im Gegensatz zu den codierenden
Regionen deutliche Unterschiede zwischen den Isoformen aufweisen (CRÉTIN et al., 1991,
YANAI, 1994). Ergebnisse von BAAG (1996) zeigen ebenfalls, daß keine Homologie
zwischen den 3´-untranslatierten Regionen von stppc1- und stppc2 vorliegt und damit mit
dieser Sonde spezifisch die mRNA des stppc1-Gens nachweisbar ist.
Zur Herstellung der Sonde wurde die 3´-untranslatierte Region des stppc1-Gens mittels
sequenzspezifischer Primer amplifiziert, deren Enden jeweils mit einer EcoRI bzw. HindIII-
Schnittstelle versehen wurden, und über die Restriktionsschnittstellen in den Vektor
pBlueskript KS kloniert. Die radioaktiv markierte, einzelsträngige RNA-Sonde wurde
anschließend durch in vitro-Transkription hergestellt (3.1.10). Als Positiv-Kontrolle wurde die
antisense-RNA, als Negativ-Kontrolle die sense-RNA der cDNA des stppc1-Gens verwendet.
Querschnitte junger Blätter von S. tuberosum wurden auf Objektträgern fixiert und in situ
hybridisiert (3.1.10). Nach dreiwöchiger Exposition wurden die Microautoradiographien mit
Hilfe eines Mikroskops ausgewertet. In Abb. 4.10 sind repräsentative Ausschnitte der
Blattquerschnitte wiedergegeben.
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Abb. 4.10 Lokalisation des stppc1-Gens in Blattquerschnitten von S. tuberosum durch in
situ-Hybridisierung.
A: Ergebnis der in-situ-Hybridisierung mit der sense-RNA der cDNA von stppc1
(Negativ-Kontrolle)
B: Ergebnis der in-situ-Hybridisierung mit der antisense RNA der cDNA von stppc1
(Positiv-Kontrolle)
C: Ergebnis der in-situ-Hybridisierung mit der 3´-untranslatierten Region des stppc1-Gens
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Bei der Hybridisierung mit der Negativ-Kontrolle zeigen sich den Erwartungen entsprechend
schwache Signale, die den unspezifischen Hintergrund repräsentieren. Im Vergleich dazu
treten bei der Positiv-Kontrolle spezifische Signale auf, die auf alle Zelltypen gleichmäßig
verteilt sind. Unter den gewählten Hybridisierungsbedingungen ist, aufgrund der hohen
Homologie zwischen stppc1 und stppc2 im codierenden Bereich der Gene, zu erwarten, daß
die antisense-RNA (Positiv-Kontrolle) mit der mRNA beider Gene, sowie auch eventuell
vorhandener weiterer Gene, hybridisiert. Die Hybridisierung mit der 3´-untranslatierten
Region des stppc1-Gens zeigt ebenfalls ein auf alle Zelltypen gleichermaßen verteiltes
Signalmuster, das jedoch insgesamt schwächer ist, als bei der Positiv-Kontrolle. Eine
Erklärungsmöglichkeit dafür liegt in der wesentlich geringeren Sondengröße
(Dr. SCHMELZER, MPI Köln, persönliche Mitteilung). Aus den dargestellten Ergebnissen
läßt sich schließen, daß das stppc1-Gen im Blatt in allen Zelltypen gleich stark transkribiert
wird. Daneben läßt das Hybridisierungsergebnis der Positiv-Kontrolle vermuten, daß auch
kein anderes ppc-Gen mit hoher Homologie im codierenden Genbereich zum stppc1-Gen in
stark erhöhtem Maße in den Schließzellen exprimiert wird. Denkbar ist jedoch eine
unterschiedliche Expressionsstärke verschiedener Gene. Die Transkriptionsrate ist jedoch
insgesamt relativ gering, wie es allgemein für C3-PEPC in Blättern beschrieben ist
(KAWAMURA et al., 1990, LEPINIEC et al., 1994, CHOLLET et al., 1996, ERNST und
WESTHOFF, 1997).
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4.5 Untersuchungen zur Expression des cppc- und hpt-Gens unter der Kontrolle des
35S-Promotors in Nicotiana tabacum
Im Rahmen des C3/C4-Projektes wurden unterschiedliche Pflanzenvektoren entwickelt, die die
Expression der für die Etablierung des unter 1.2 beschriebenen Modells unter der Kontrolle
verschiedener Promotoren ermöglichen. Der Pflanzenexpressionsvektor pHSCBH (SMETS,
1993) trägt das ppc-Gen aus C. glutamicum und das hpt-Resistenzgen aus E. coli, das für die
Hygromycin B Phosphotransferase (hpt) codiert, unter der Kontrolle des lichtinduzierbaren
Promotors STLS1 (STOCKHAUS et al., 1987). Beide Gene werden in diesem Vektor durch
die sogenannte “BiP“-Sequenz verbunden. Hierbei handelt es sich um die 5´-untranslatierte
Region des Gens, das für das Bindungsprotein der schweren Kette beim menschlichen
Immunglobulin codiert. Diese Sequenz enthält eine intere Ribosomen-Zugangsstelle, die eine
„Cap“-unabhängige Anlagerung der Ribosomen an die mRNA und somit die Translation des
zweiten Cistrons einer dicistronischen mRNA in eukaryotischen Zellen erlaubt. Die
Funktionstüchtigkeit dieser BIP-Sequenz konnte bereits in HeLa-Zellen nachgewiesen werden
(MACEJAK und SARNOW, 1991, YANG und SARNOW, 1997).
Durch die Integration der “BiP“-Sequenz sollte die Möglichkeit zur synchronen Expression
beider Gene geschaffen werden, so daß eine Selektion mit ansteigender Hygromycin-
Konzentration möglich ist, die wiederum mit einer gesteigerten Expression des cppc-Gens
einhergehen sollte.
Da sich der lichtinduzierbare Promotor im Vektor pHSCBH als funktionsuntüchtig erwies
(SMETS, 1993), sollte dieser in diesem Vektor durch den bereits etablierten 35S-Promotor
ersetzt werden. Dazu wurde das den Promotor tragende Fragment über die in Abb. 4.11
eingezeichneten ClaI-Restriktionsschnittstellen und gegen das entsprechende Fragment aus
dem Vektor pS5´UTcppc (GEHLEN, 1997) ausgetauscht. Der entstandene Vektor wurde mit
pSCBH bezeichnet (Abb. 4.11).
Zur Überprüfung der Funktionstüchtigkeit dieses Expressionssystems wurde N. tabacum als
Modellpflanze ausgewählt. Transformation und Regeneration sind bei Tabakpflanzen weniger
aufwendig ist als bei S. tuberosum. Ausgestanzte Blattsegmente von N. tabacum wurden mit
Agrobakterien inkubiert, die zuvor mit dem Plasmid pSCBH transformiert worden sind (3.1.7).
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Abb. 4.11 Plasmidkarte des Vektors pSCBH. Eingezeichnet sind die zur Konstruktion
verwendeten ClaI-Restriktionsschnittstellen.
CaMV35S Promotor aus dem Cauliflower Mosaik Virus
pNOS Promotor des Gens für Nopalinsynthase
pA NOS Terminationssequenz der Nopalinsynthase aus A. tumefaciens
5´UT 5´-untranslatierte Region der Chalkon-Synthase aus Petroselinum hortense
cppc codierende Sequenz des cppc-Gens aus C. glutamicum
BIP 5´-untranslatierte Region des Bindungsproteins der schweren Kette
menschlicher Immunoglobuline
Hph Hygromycin B Phosphotransferase aus E. coli
Amp/Cb Gen für ß-Lactamase
BL/BR linke und rechte Bordersequenz des Ti-Plasmids aus A. tumefaciens
ori V, ori T Replikationsstartpunkte für E. coli und A. tumefaciens
NPT II Gen für Neomycinphosphotransferase II
pAocs Polyadenylierungssignal des Gens für Octopinsynthase
Zur Selektion auf solche Pflanzen, die beide Gene stark exprimieren, wurden die Kalli auf
Regenerationsmedium gesetzt, das unterschiedlich hohe Hygromycin-Mengen enthielt (30-
50 mg/l). Daneben wurden auch Kalli auf Medium ohne Hygromycin gesetzt, um zunächst
keinen Selektionsdruck auszuüben. Die aus den Kalli regenerierten jungen Pflanzen wurden
ebenfalls auf Medium mit den angegebenen Konzentrationen bzw. ohne Hygromycin
weiterkultiviert. Dabei zeigte sich, daß auf Medium ohne Hygromycin insgesamt 70 Pflanzen
pSCBH
14300 bps
Cla I
Cla I
cppc
5UT
CaMV35S
pAOcs
NPT II
pNOS
BR
BL
ori T
ori V
Amp/Cb
pA NOS
Hph
BIP
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regeneriert werden konnten. Dagegen konnten auf hyromycinhaltigem Medium keine Pflanzen
regeneriert werden. Auch die Kultivierung von Pflanzen, die zunächst ohne Selektionsdruck
regeneriert wurden, führte auf hygromycinhaltigem Medium zum Absterben.
Aus dem Ergebnis dieser Versuchsreihe konnte der Schluß gezogen werden, daß das hpt-Gen
entweder nicht exprimiert wurde oder ein funktionsuntüchtiges Protein vorlag. Zur
Untersuchung der Expression des 5´-gelegenen cppc-Gens wurden 30 Pflanzen mittels
Western-Blot-Analysen (3.2.6) auf die Expression dieses Gens untersucht. Abb. 4.12 zeigt
exemplarisch das Ergebnis des Immunoblots mit Antikörpern gegen PEPC aus C. glutamicum
(vgl. 4.6.1.1) einiger Nachkommen.
1 2 3 4 5 6 7  8 9 10
Abb. 4.12 Western-Blot-Analyse von N. tabacum-Pflanzen, die mit dem Plasmid pSCBH
transformiert wurden. Jeweils 25 µg Protein wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und das Proteinmuster auf Nitrocellulose übertragen. Der immunologische
Nachweis erfolgte mit einem Corynebacterium glutamicum-PEPC spezifischen Antiserum
(GEHLEN, 1997).
1 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 2
2 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 7
3 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 8
4 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 6
5 Rohextrakt aus Blättern einer untransformierten N. tabacum-Pflanze als
Negativ-Kontrolle
6 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 5
7 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 4
8 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 3
9 Rohextrakt aus Blättern der Pflanze N. tabacum 1.B 1
10 Extrakt aus E. coli PCR1 (GEHLEN, 1997) als Positiv-Kontrolle
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Die transgenen Linien 1.B1, 1.B3, 1.B4 und 1.B7 zeigen ein Signal bei 110 kDa und
exprimieren demnach die PEPC aus C. glutamicum. Zur Überprüfung der Funktionstüchtigkeit
dieses Proteins wurden anschließend PEPC-Aktivitätstests (3.2.3) durchgeführt. In Tab. 4.2
sind die Mittelwerte der Aktivitätsbestimmung aus drei Messungen wiedergegeben. Die
Pflanzen 1.B 1, 1.B 3 und 1.B 7 zeigen eine gegenüber den Kontrollen (untransformierte
Tabakpflanzen) erhöhte PEPC-Aktivität. Damit konnte eindeutig nachgewiesen werden, daß
die untersuchten transgenen Linien eine funktionelle heterologe PEPC produzieren.
Tab. 4.2 Spezifische PEPC-Aktivitäten in den Blättern von transgenen Linien, die durch
Transformation von N. tabacum mit dem Plasmid pHSCBH erzeugt wurden
Angegeben sind die spezifischen PEPC-Aktivitäten im Rohextrakt (in mU/mg Protein) als
Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen Messungen. Zusätzlich ist als
Ergebnis der Western-Blot-Analyse die jeweilige Signalstärke der PEPC-Bande bewertet.
Pflanzenlinie PEPC-Aktivität
mU/mg Protein
Signalstärke
Kontrolle 57 ± 2 -
1.B 1 102 ± 13 +
1.B 2 32 ± 5 -
1.B 3 85 ± 2 ++
1.B 4 67 ± 25 +
1.B 5 39 ± 5 -
1.B 6 42 ± 6 -
1.B 7 77 ± 9 +
1.B 8 38 ± 8 -
Um eine Aussage darüber zu ermöglichen, ob ein verkürztes Transkript, das nur das cppc-Gen
umfaßt, oder ein Transkript, das beide Gene umfaßt vorliegt, wurden anschließend Northern-
Blot-Analysen durchgeführt. Trotz mehrfacher Wiederholung konnte kein eindeutiges
Ergebnis erzielt werden. Schwache Signale, die einer Bande von ca. 3 kb entsprachen
(Ergebnis nicht dargestellt), deuteten jedoch auf ein verkürztes Transkript hin, so daß
schließlich die Transkription der dicistronischen mRNA in Frage gestellt werden mußte. Da zu
diesem Zeitpunkt bereits Kartoffelpflanzen vorlagen, die eine starke Expression der
C. glutamicum-PEPC zeigten, wurde auf weitere Untersuchungen dieser Pflanzen verzichtet.
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4.6 Untersuchung transgener Linien von Solanum tuberosum
Der zweite Themenbereich umfaßte die Kreuzung bzw. Selbstung bereits vorhandener
transgener Linien von S. tuberosum, die das ppc-Gen aus. C. glutamicum überexprimieren.
Zu Beginn dieser Arbeit standen Gewächshauspflanzen der transgenen Linie cppc7 zur
Verfügung, die eine gegenüber Kontrollpflanzen 1,6-fach erhöhte PEPC-Aktivität aufwiesen
(GEHLEN, 1997). Durch Selbstung dieser Pflanzen wurden 130 Nachkommen erzeugt und
bezüglich ihrer PEPC-Aktivität analysiert. Einige der Nachkommen wiesen eine gegenüber
der Elter-Pflanze nahezu verdoppelte PEPC-Aktivität auf.
Aufgrund dieses Ergebnisses war zu vermuten, daß durch die Kreuzung bzw. Selbstung der
später erzeugten und bis dato lediglich in Sterilkultur gezogenen Linien 3.LD9 und 3.LD15
(GEHLEN, 1997), die eine bis zu sechsfache Erhöhung der PEPC-Aktivität gegenüber
Kontrollpflanzen zeigten, ebenfalls eine weitere Aktivitätssteigerung der PEPC zu erzielen ist.
Da die Pflanzenkulturbedingungen die Expression eines Gens stark beeinflussen können
(DYMOCK et al., 1991), sollten diese Pflanzen zunächst unter Gewächshaus-Bedingungen
kultiviert und anschließend analysiert werden.
4.6.1 Analyse der transgenen Linien 3.LD9 und 3.LD15
Zur näheren Analyse wurden die transgenen Linien 3.LD9 und 3.LD15 ausgewählt, die in
Sterilkultur eine Erhöhung der PEPC-Aktivität um den Faktor 6,3 gegenüber den Kontroll-
Pflanzen (nicht-transformierte S. tuberosum Désirée) zeigten. Pflanzen dieser Linien wurden
aus Sterilkultur ins Gewächshaus überführt und dort kultiviert (3.1.5). Für die im Weiteren
beschriebenen Analysen wurden jeweils zwei Pflanzen einer transgenen Linie unabhängig
voneinander untersucht.
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4.6.1.1 Bestimmung der spezifischen PEPC-Proteinmengen und PEPC-Aktivitäten
Zur genauen Analyse der transgenen Pflanzenlinien 3.LD9 und 3.LD15 wurde zunächst der
spezifische Gehalt an C. glutamicum-PEPC und die Aktivität des Enzyms in den Gewächs-
hauspflanzen ermittelt. Die spezifischen PEPC-Proteinmengen wurden mit Hilfe von
Western-Blot-Analysen (3.2.6) und der ELISA-Technik (3.2.4) ermittelt. Die spezifische
Aktivität des Fremdproteins wurde durch einen PEPC-Aktivitätstest (3.2.3) bestimmt.
Zur immunologischen Detektion der C. glutamicum-PEPC im Western-Blot wurde aus
Pflanzen der transgenen Linien sowie aus Kontrollpflanzen (S. tuberosum Désirée) Protein aus
Blättern isoliert (3.2.1), jeweils 50 µg davon in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(3.2.5) und mittels Elektroblot auf Nitrocellulose übertragen. Durch eine reversible Ponceau-
Färbung (3.2.5) wurde das Proteinmuster sichtbar gemacht, wodurch die Gelelektrophorese
und die Übertragung der Proteine im Blot überprüft werden konnten. Der immunologische
Nachweis erfolgte mit einem Antiserum, in dem polyklonale Antikörper gegen die PEPC aus
C. glutamicum vorliegen. Das Antiserum wurde 1:500 verdünnt zur immunologischen
Detektion verwendet. Als Positiv-Kontrolle wurde angereicherte C. glutamicum-PEPC
(103 kDa), überexprimiert in E. coli, eingesetzt (GEHLEN, 1997). Abb. 4.13 zeigt das
Ergebnis der immunologischen Detektion.
1 2 3 4 5
Abb. 4.13 Western-Blot-Analyse der transgenen Linien 3.LD9 und 3.LD15. Jeweils 50 µg
Protein wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Proteinmuster
auf Nitrocellulose übertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem
C. glutamicum-PEPC spezifischen Antiserum (GEHLEN, 1997).
1 partiell gereinigter Extrakt aus E. coli PCR1 (GEHLEN, 1997) als Positiv-Kontrolle
2 Rohextrakt aus Blättern einer untransformierten Désirée-Pflanze als Negativ-Kontrolle
3 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 3.LD15
4 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 3.LD9
5 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 3.LD1a
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Den Erwartungen entsprechend zeigt die Negativ-Kontrolle Désirée kein Signal auf Höhe der
103 kDa Bande der Positiv-Kontrolle. Die Rohextrakte der transgenen Linien zeigen jeweils
eine Doppelbande, die auf teilweise posttranslationale Modifikation des Enzyms
zurückzuführen sein könnte. Die Intensität der C. glutamicum-PEPC spezifischen Banden der
Linie 3.LD9 ist etwas stärker als die der Linie 3.LD15 und läßt somit auf eine höhere
Expression des Fremdproteins in 3.LD9 als in 3.LD15 schließen. Bei Western-Blot-Analysen
dieser transgenen Linien in Sterilkultur konnte dagegen ein umgekehrtes
Expressionsverhältnis gezeigt werden (GEHLEN, 1997).
Mit Hilfe der ELISA-Technik (3.2.4) wurde der spezifische Gehalt an C. glutamicum-PEPC in
den Proteinextrakten quantifiziert. Als Nullwert wurde der Mittelwert der Extinktionen der
Proteinextrakte aus der Kontrollpflanze Désirée angenommen. Dieser Wert wurde von den
gemessenen Extinktionswerten subtrahiert. Für jede Pflanze wurde mindestens eine
Dreifachbestimmung durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 aufgeführt. Es zeigt
sich, daß in den Proteinextrakten der Linie 3.LD9 eine um den Faktor 1,7 erhöhte Menge an
C. glutamicum-PEPC gegenüber den Proteinextrakten aus 3.LD15 vorliegt.
Zur Bestimmung der spezifischen PEPC-Aktivität wurden in den Proteinextrakten (3.2.1) die
Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2) und ein PEPC-Aktivitätstest gemäß Abschnitt 3.2.3
durchgeführt.
Zur Aktivierung des in den Pflanzen vorliegenden Fremdproteins wurden zusätzlich
Messungen in Anwesenheit von 100 µM AcetylCoA, einem spezifischen Aktivator der PEPC
aus C. glutamicum (EIKMANNS et al., 1989), durchgeführt. Dadurch sollte gezeigt werden,
daß die erhöhten PEPC-Aktivitätswerte einzig auf die Aktivität des Fremdproteins und nicht
etwa auf eine erhöhte Aktivität der endogenen PEPC zurückzuführen sind. Die Ergebnisse der
Messungen sind in Tab. 4.3 zusammengefaßt.
Es zeigt sich, daß die veränderten Kulturbedingungen im Gewächshaus zu einem Abfall der
relativen PEPC-Aktivität führen. So fällt die relative Aktivität bei den stärksten Linien 3.LD9
und 3.LD15 von Faktor 6,3 auf den Faktor 3,6 bzw. 2,8 ab. Eine solche Abnahme der
Expression eines Fremdgens in transgenen Pflanzen im Gewächshaus gegenüber Sterilkultur-
Pflanzen konnte bereits bei anderen transgenen Linien beobachtet werden (HENSGENS et al.,
1992, GEHLEN et al., 1997, PANSTRUGA, 1996).
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Tab. 4.3 Spezifische PEPC-Aktivitäten in den Blättern von Gewächshauspflanzen der T0-
Generation. Angegeben sind die arithmetischen Mittel mindestens dreier Messungen der
PEPC-Aktivität in mU/mg Protein mit Standardabweichungen und die auf die Kontrollpflanze
S. tuberosum bezogene relative Aktivität.
Pflanzenlinie PEPC-Aktivität
mU/mg Protein
relative
PEPC-Aktivität
PEPC-Aktivität
+ 100 µM Ac-CoA
mU/mg Protein
relative
PEPC-Aktivität
Désirée 25,3 ± 0,7 1 26,1 ± 1,3 1
3.LD9 91,0 ± 18,1 3,6 154,6 ± 18,7 6,2
3.LD15 70,3 ± 5,2 2,8 117,0 ± 5,3 4,7
Aus Tab. 4.3 ist weiterhin ersichtlich, daß sich die relative PEPC-Aktivität in den
Proteinextrakten der transgenen Linien durch Zusatz des spezifischen Aktivators Acetyl-CoA
steigern läßt. Der Aktivitätswert der untransformierten Kontrolle in Anwesenheit von Acetyl-
CoA entspricht demjenigen, der ohne Zusatz des Effektors ermittelt wurde, d.h. Acetyl-CoA
aktiviert spezifisch das Fremdprotein aus C. glutamicum und hat keinen Einfluß auf die
endogene PEPC.
4.6.1.2 Southern-Blot-Analysen
Die unterschiedlich hohe Expression von Fremdgenen in transgenen Pflanzen eines
Transformationsexperiments kann zum einen durch unterschiedliche Kopienzahlen des Gens
oder zum anderen durch die Lokalisation des Gens im Genom bedingt sein (JONES et al.,
1985, DEAN et al., 1988). Mittels Southern-Blot-Analysen sollte die Frage geklärt werden, ob
in den stark exprimierenden transgenen Linien eine erhöhte Kopienzahl des cppc-Gens im
Pflanzengenom vorliegt.Genomische DNA der Kontrollpflanze (Désirée) und der transgenen
Linien 3.LD9 und 3.LD15 wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nylonmembran übertragen (Abb. 4.14). Zur
Herstellung einer cppc-spezifischen Sonde wurde aus dem Plasmid pS5´UTcppc (GEHLEN,
1997) ein 1kb großes Fragment, das die 5´UT sowie den 5´-Bereich des Gens umfaßt,
amplifiziert und mit Digoxigenin markiert (3.1.12.2). Eine repräsentative Southern-Blot-
Analyse ist in Abb. 4.14 dargestellt.
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Abb. 4.14 Southern-Blot-Analyse genomischer DNA der transgenen Linien 3.LD9 und
3.LD15 mit einer cppc-spezifischen Sonde.
A: Gelelektrophoretische Auftrennung der mit verschiedenen Restriktionsenzymen
geschnittenen genomischen DNA aus Désirée als Negativ-Kontrolle, sowie den transgenen
Linien 3.LD9 und 3.LD15. Es wurden jeweils 15 µg genomischer DNA mit dem angegebenen
Restriktionsenzym geschnitten und in einem 0,6%igen Agarosegel aufgetrennt.
Die geschnittene DNA wurde jeweils in der Reihenfolge Désirée, 3.LD9 und 3.LD15
aufgetragen.
B: Southern-Hybridisierung des in A dargestellten Gels mit der cppc-spezifischen Sonde.
1: λ/PstI als Längenstandard
2/3/4: genomische DNA, geschnitten mit NruI
5/6/7: genomische DNA, geschnitten mit DraI
8/9/10: genomische DNA, geschnitten mit EcoRV
11: λ/HindIII als Längenstandard
12/13/14: genomische DNA, geschnitten mit SalI
15/16/17: genomische DNA, geschnitten mit ClaI
18/19/20: genomische DNA, geschnitten mit BclI
21: λ/PstI als Längenstandard
A
B
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Zur Auswertung der Southern-Blot-Analyse wurden die Daten aus der Restriktionsanalyse des
Plasmids pS5´UTcppc herangezogen.
Den Erwartungen entsprechend treten bei der Negativ-Kontrolle (Désirée) keine
Hybridisierungssignale auf, so daß sichergestellt ist, daß die Signale cppc-spezifisch sind. Die
transgene Linie 3.LD9 zeigt im BclI- und ClaI-Ansatz zwei distinkte Signale, während im
DraI-Ansatz ein relativ starkes Signal vorliegt, das wahrscheinlich auf eine Doppelbande
zurückzuführen ist. Die Restriktionsenzyme BclI, ClaI und DraI schneiden nicht in der
Gensequenz, so daß davon auszugehen ist, daß die Signale von zwei unabhängigen Genkopien
stammen. Im Falle des NruI- und des SalI-Verdaus ist jeweils nur eine Bande zu erkennen,
wobei die Bande des SalI-Restriktionsansatzes auf hochmolekulare DNA zurückzuführen ist
und ein zweites distinktes Signal dadurch evtl. nicht erkennbar ist. Das Restriktionsenzym
EcoRV schneidet innerhalb der Sondensequenz, so daß von jeder Genkopie zwei Signale
ausgehen. In der entsprechenden Spur treten vier Signale auf. Bei der transgenen Linie
3.LD15 ist im BclI-, ClaI und SalI-Ansatz jeweils nur ein Signal, im EcoRV- und DraI-Ansatz
sind dagegen zwei Signale zu erkennen. Die beim DraI-Ansatz zusätzlich auftretende
schwache Bande ist wahrscheinlich auf ein unzureichendes Schneiden der genomischen DNA
zurückzuführen. Im NruI-Verdau zeigt sich keine Bande. Die insgesamt schwache
Hybridisierung auf der linken Filterhälfte, die sich auch in der Intensität der unspezifischen
Hybridisierungssignale der Sonde mit dem Längenstandard zeigt, erklärt das Fehlen zu
erwartender Signale im NruI-Restriktionsansatz.
Anhand der dargestellten Ergebnisse ist davon auszugehen, daß bei der transgenen Linie
3.LD9 eine doppelte Integration des cppc-Gens ins Genom stattgefunden hat und somit zwei
Kopien vorliegen. Im Gegensatz dazu konnte bei der transgenen Linie 3.LD15 nur eine cppc-
Genkopie im Genom nachgewiesen werden.
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4.6.2 Analyse der T1-Generation aus den Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 
3.LD9 x 3.LD15
Durch Kreuzung bzw. Selbstung der stark exprimierenden Linien 3.LD9 und 3.LD15 sollte
die cppc-Kopienzahl im Genom einiger Nachkommen erhöht und so eine weitere Steigerung
der PEPC-Aktivität erreicht werden. Die transgene Linie 3.LD9 wurde wie unter 3.1.6
beschrieben mit sich selbst und der Linie 3.LD15 gekreuzt. Durch die Selbstung 3.LD9 x
3.LD9 wurden 70 und durch die Kreuzung 3.LD9 x 3.LD15 20 Nachkommen erhalten. Da
eine so große Anzahl von Pflanzen nicht eingehend analysiert werden kann, mußte eine
Vorauswahl aus den 90 Nachkommen getroffen werden. Neben der Analyse der Pflanzen im
Western-Blot stellt die Aktivitätsmessung des entsprechenden Enzyms eine geeignete
Methode zum Screenen der Pflanzen dar. Aus der Untersuchung der Nachkommen der
Selbstung cppc7 x cppc7 (GEHLEN, 1997) war bereits bekannt, daß die Intensität der
Fremdproteinbanden im Western-Blot nicht zwingend mit der Aktivität des Enzyms korreliert.
Da das Ziel der Kreuzungen die Erzeugung von Nachkommen mit erhöhter PEPC-Aktivität
war, wurde die Aktivitätsmessung des Enzyms als Screening-Methode gewählt (vgl. 4.6.2.1).
Zur Bestimmung der PEPC-Aktivität wurden mindestens drei Messungen pro Nachkomme
durchgeführt und die Ergebnisse gemittelt. Für weiterführende Analysen wurden 6
Nachkommen pro Kreuzung mit erhöhten, gleich hohen oder erniedrigten Aktivitätswerten
gegenüber den Eltern-Pflanzen ausgewählt. Von jeder Linie wurden zwei Pflanzen für alle
Untersuchungen herangezogen.
4.6.2.1 Spezifische PEPC-Proteinmengen und PEPC-Aktivitäten
Die Bestimmung des spezifischen Gehalts an C. glutamicum-PEPC erfolgte durch Western-
Blot-Analysen sowie mit Hilfe der ELISA-Technik. Die Durchführung erfolgte wie im Kapitel
4.6.1.1 beschrieben. Zur Ermittlung der spezifischen PEPC-Aktivität wurde aus
Proteinextrakten (3.2.1) die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.2) und ein Aktivitätstest
gemäß Abschnitt 3.2.3 durchgeführt.
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Zur Western-Blot-Analyse wurden Proteinextrakte zweier Pflanzen einer transgenen Linie
eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente Proteinextrakt aus untransformierter S. tuberosum
Désirée und als Positiv-Kontrolle wurden Proteinextrakte aus 3.LD9 bzw. 3.LD15 verwendet.
In Abb 4.15 ist die Immunreaktion einiger Nachkommen aus beiden Kreuzungen mit dem
spezifischen C. glutamicum Antikörper dargestellt.
M 1 2  3   4   5  6 7  8  9
M 10 11 12 13 14 15 16  17 18
Abb.4. 15 Western-Blot-Analyse transgener S. tuberosum-Pflanzen, die aus den
Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15 hervorgegangen sind. Jeweils 25 µg Protein
wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Proteinmuster auf
Nitrocellulose übertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit einem C. glutamicum-
PEPC spezifischen Antiserum (GEHLEN, 1997).
M Größenstandard SDS-6H
1,10 Rohextrakt aus Blättern einer untransformierten Désirée-Pflanze (Negativ-Kontrolle)
2 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 3.LD15
3,18 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-52
4,5 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-40
6,7 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-7
8,9 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-1
11 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 3.LD9
12,13 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x15-2
14,15 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-66
16,17 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9x9-64
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Die Intensität der Signale beider Pflanzen einer Linie ist gleich, sodaß gewährleistet ist, daß
die Varianz in der Signalstärke unter den Nachkommen nicht auf unterschiedliche äußere
Faktoren zurückzuführen ist. Alle Nachkommen zeigen ein Signal auf Höhe der 103 kDa
Bande der Eltern-Pflanzen, wobei lediglich der Nachkomme 9x9-66 ein deutlich schwächeres
Signal als die Eltern-Pflanzen zeigt. Die Negativ-Kontrolle in Spur 2 zeigt erwartungsgemäß
kein Signal. Die relativen Signalstärken aller Nachkommen sind in Tab. 4.4 aufgeführt.
Tab. 4.4 C. glutamicum-PEPC-Mengen und spezifische PEPC-Enzymaktivitäten transgener
S. tuberosum-Pflanzen, die aus den Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
hervorgegangen sind. Der spezifische Proteingehalt wurde im ELISA mit spezifischen
Antikörpern gegen die heterogene PEPC ermittelt. Angegeben sind die arithmetischen Mittel
mindestens dreier Messungen der PEPC-Aktivität sowie die Mittelwerte der relativen
C. glutamicum-PEPC-Menge und als Ergebnis der Western-Blot-Analyse die jeweilige
relative Stärke des PEPC-Signals.
relative C. g.-PEPC-
Menge [E405]
PEPC-Aktivität
mU/mg Protein
Signalstärke im
Western-Blot
Désirée 0 19,2 ± 2,6 -
3.LD9 0,332 ± 0,045 83,6 ± 15,0 +++
3.LD15 0,190 ± 0,081 56,0 ± 4,3 +++
9x9 -     1 0,399 ± 0,062 121,1 ± 21,4 +++
9x9 -     7 0,398 ± 0,020 101,6 ± 16,9 +++
9x9 -     40 0,389 ± 0,128 109,6 ± 18,0 +++
9x9 -     52 0,176 ± 0,055 51,6 ± 10,1 ++
9x9 -     64 0,160 ± 0,091 53,4 ± 12,1 ++
9x9 -     66 0,117 ± 0,077 39,4 ± 9,8 +
9x15 -   2 0,377 ± 0,142 71,9 ± 13,8 ++
9x15 -   8 0,367 ± 0,074 61,2 ± 9,2 +++
9x15 -   10 0,375 ± 0,087 119,0 ± 21,6 +++
9x15 -   12 0,262 ± 0,054 85,0 ± 25,7 +++
9x15 -   16 0,164 ± 0,065 49,2 ± 11,0 ++
9x15 -   20 0,683 ± 0,165 76,1 ± 15,0 ++
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Die genaue Quantifizierung des Gehalts an C. glutamicum-PEPC in den Proteinextrakten
erfolgte im ELISA. Die so ermittelten relativen Fremdproteinmengen wurden den
Signalintensitäten der einzelnen Proteinextrakte im Western-Blot gegenübergestellt (Tab. 4.4).
Zusätzlich sind die Ergebnisse der PEPC-Aktivitätsmessungen der einzelnen Nachkommen
aufgeführt. Auffällig ist dabei der Elter 3.LD15, der im Western-Blot ein relativ starkes Signal
zeigt, aber bei dem sich im ELISA nur eine relativ geringe Menge des Proteins nachweisen
ließ. Eine umgekehrte Korrelation findet sich beim Nachkommen 9x15-20. Beide Linien
zeigen eine mittelmäßige Aktivität. Ursache für die dargestellte Unstimmigkeit kann eine
ungenaue Bestimmung des Gesamtproteingehalts vor der Durchführung der Western-Blot-
Analyse sein. Da solche Abweichungen häufiger beobachtet wurden, erfolgte die genaue
Quantifizierung der C. glutamicum-PEPC im ELISA. Bei der Gegenüberstellung der relativen
Werte aus ELISA und Aktivitätsbestimmung zeigt sich eine tendenzielle Übereinstimmung
von heterologer Proteinmenge und Enzymaktivität.
Um eine Aussage darüber zu ermöglichen, ob die Korrelation zwischen dem Gehalt an
C. glutamicum-PEPC und der PEPC-Aktivität der einzelnen Pflanzenlinien signifikant ist,
wurden die erhaltenen Daten graphisch ausgewertet („Sigma Plot“, JANDEL SCIENTIFIC),
der Korrelationskoeffizient ermittelt und zur Bestimmung der Signifikanz des
Korrelationskoeffizienten ein Student t-Test durchgeführt. In Abb. 4.16 ist die graphische
Auswertung wiedergegeben.
Abb. 4.16 Korrelation zwischen dem Gehalt an C. glutamicum-PEPC und der
spezifischen PEPC-Aktivität der transgenen S. tuberosum-Pflanzen, die aus den Kreuzungen
3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15 hervorgegangen sind.
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Der Korrelationskoeffizient beträgt r = 0.58 und nach der statistischen Bewertung ist die
PEPC-Aktivität mit dem Gehalt an C. glutamicum-PEPC positiv korreliert (p<0.05), d.h. die
erhöhte Aktivität ist auf eine Anreicherung des Enzyms in den Pflanzen zurückzuführen.
4.6.2.2 Bestimmung verschiedener Metabolite
Durch die anapleurotische Reaktion der PEPC entsteht Oxalacetat, welches u.a. dem
Auffüllen von Kohlenstoffgerüsten im Citratcyclus dient. Diesem werden zur
Stickstoffassimilation und damit der Aminosäuresynthese kontinuierlich Intermediate
entzogen (HUPPE und TURPIN, 1994). Daneben kann das Reaktionsprodukt Oxalacetat zu
Malat reduziert werden und stellt ein Ausgangssubstrat der Gluconeogenese, d.h. der Synthese
von Hexose aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen dar. Die Erhöhung der Aktivität der PEPC
könnte somit also direkten Einfluß auf die Bildung von Aminosäuren und anderen
Metaboliten in den transgenen Pflanzen nehmen.
Zur näheren Analyse wurde daher der Gehalt an Malat, Glucose, Fructose, Sucrose, Gesamt-
Kohlenhydraten, Aminosäuren, sowie löslicher und unlöslicher Stärke (Gesamtstärke) in den
in Abb. 4.15 im Western-Blot untersuchten und zusätzlich in den transgenen Linien 9x15-8,
9x15-10, 9x15-12, 9x15-16 und 9x15-20 untersucht. Dazu wurde Blattmaterial junger
Gewächshauspflanzen, wie unter 3.2.9 beschrieben, geerntet, gewogen und aufgeschlossen.
Als Negativ-Kontrolle diente S. tuberosum Désirée und als Bezugspflanzen wurden die
transgenen Elternlinien 3.LD9 und 3.LD15 verwendet.
Je Pflanzenlinie wurden zwei Pflanzen analysiert und je Metabolit eine Dreifachbestimmung
durchgeführt. Die Mittelwerte der Meßergebnisse sind in Tab. 8.1 und Tab. 8.2
wiedergegeben. Die Betrachtung der Gesamtheit der Daten macht ersichtlich, daß die
transgenen Linien, die eine erhöhte PEPC-Aktivität aufweisen, tendenziell einen erhöhten
Gehalt an Malat, Aminosäuren, Gesamt-Kohlenhydraten und Gesamtstärke zeigen. Dabei
treten zwischen den Einzelwerten jedoch starke Abweichungen auf, wie anhand der teilweise
hohen Standardabweichungen der dargestellten Mittelwerte ersichtlich wird.
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Mit Hilfe der „Sigma Plot“-Software (JANDEL SCIENTIFIC) wurde eine graphischen
Auswertung der Daten durchgeführt. Dabei wurde überprüft, ob signifikante Korrelationen
zwischen der PEPC-Aktivität und dem Gehalt der Pflanzen an den untersuchten Metaboliten
bestehen.
In die Auswertung wurden auch die Daten von Nachkommen aus den Kreuzungen
3.LD9xppsT42-20 und 3.LD9xppsT56-126 (vgl. 4.6.3.2) mit einbezogen, die bezüglich der
Expression von PEPS negativ sind, aber bezüglich der Expression von PEPC ebenfalls
erhöhte Werte zeigen (ppc+ pps-).
Zur Bestimmung der Signifikanz der ermittelten Korrelation wurde ein Student t-Test
durchgeführt. In Abb. 4.17 ist die graphische Gesamtauswertung bestehender Korrelationen
zwischen PEPC-Aktivität und dem Metabolitgehalt der Pflanzen wiedergegeben und in
Tab. 4.5 sind die entsprechenden Korrelationkoeffizienten sowie deren Signifikanzen
aufgeführt. Es zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen der PEPC-Aktivität und dem
Gehalt an Sucrose, Malat und Gesamtstärke. Bei den nicht-aufgeführten Metaboliten
(Aminosäuren, Gesamt-Kohlenhydrate, Glucose und Fructose) zeigte sich keine signifikante
Korrelation zwischen Metabolitgehalt und PEPC-Aktivität.
1 Sucrose
2 Malat
3 Gesamtstärke
Abb. 4.17 Korrelationen zwischen der PEPC-Aktivität und dem Gehalt an verschiedenen
Metaboliten bei den Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
Dargestellt sind die Regressionsgeraden für die gemessenen Einzelwerte.
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Tab. 4.5 Korrelationen zwischen der PEPC-Aktivität und dem Gehalt an verschiedenen
Metaboliten.
Korrelation
Metabolit/ppc-Aktivität
Art der
Korrelation
Korrelations-
koeffizient
Signifikanz der
Korrelation
Sucrose positiv r = 0,28 p < 0,01
Malat positiv r = 0,40 p < 0,1
Gesamtstärke positiv r = 0,55 p < 0,001
Über die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen hinaus wurden in
Kooperation mit Dr. R. Häusler (Botanischen Institut der Universität Köln) weitere Parameter
dieser transgenen Linien bestimmt. Ermittelt wurde dabei u.a. der reelle CO2-
Kompensationspunkt der Pflanzen, die Respiration im Licht und im Dunkeln sowie der Effekt
der erhöhten PEPC-Aktivität auf die Inkorporation von 14CO2 in verschiedene Metaboli-
Fraktionen. Resümierend zeigt sich eine Absenkung des reellen CO2-Kompensationspunkts
Γ∗ bei den Linien 3.LD9, 9x9-1 und 9x15-10, die eine hohe PEPC-Aktivität aufweisen, von
38 µl/l bei der Kontrollpflanze Desirée auf 32 µl/l. Einhergehend mit der Abnahme von Γ∗
zeigte sich eine Zunahme der respiratorischen CO2-Freisetzung im Licht (Rd) von
0,77 µmol m-2 s-1 auf 1,02 bzw. 1,15 µmol m-2 s-1 (HÄUSLER et al., 1999). Auffällig ist
dabei, daß bei einer PEPC-Aktivität größer 80 mU bereits der minimale Γ∗-Wert sowie der
maximale Rd-Wert erreicht wird, und mit weiterer Aktivitätszunahme unverändert bleibt
(HÄUSLER et al., 1999).
Bei der Untersuchung der gesamten 14CO2-Inkorporation nach 30 Minuten Belichtungsdauer
tritt keine direkte Korrelation zur PEPC-Aktivität auf. Weder in der neutralen (Kohlenhydrate)
noch in der Anionen-Fraktion (organische Säuren und phosphorylierte Intermediate) zeigt sich
ein Einbau von 14CO2, während in der Kationen-Fraktion (vorwiegend Aminosäuren) nur ein
geringfügig höherer Einbau auftritt (HÄUSLER et al., 1999).
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4.6.2.3 Genomische Southern-Blot-Analysen
Durch eine Southern-Analyse sollte die genetische Konstellation bezüglich der cppc-Gen-
Kopienzahl einiger Nachkommen aus der Kreuzung 3.LD9 x 3.LD15 und der Selbstung
3.LD9 x 3.LD9 ermittelt werden. Durch diese Analyse sollte ermittelt werden, ob die
unterschiedlichen Fremdproteinmengen und PEPC-Aktivitätswerte der Nachkommen auf
einen bestimmten genetischen Status zurückzuführen sind.
Kreuzung 3.LD9 x 3.LD15
Die genomische DNA der Kontrollpflanze (Désirée), der Elter-Pflanzen 3.LD9 und 3.LD15
sowie der Pflanzen 2, 8, 10, 12, 16 und 20 der T1-Generation wurde mit dem
Restriktionsenzym ClaI vollständig verdaut, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
(Abb. 4.18A) und auf Nylonmembran übertragen. Zur Hybridisierung wurde die unter 4.6.1.2
beschriebene cppc-Sonde verwendet. Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abb. 4.18B
wiedergegeben.
Bei der Negativ-Kontrolle Désirée zeigt sich den Erwartungen entsprechend kein Signal. Die
Eltern-Pflanzen (Spur 8; 9) zeigen das gleiche Hybridisierungsmuster wie in der unter 4.6.1.2
dargestellten Southern-Analyse, wobei die größere der beiden Banden des 3.LD9 hier nur
schwach auftritt.
Die Nachkommen 9x15-2 (Spur 1), 9x15-8 (Spur 2) und 9x15-10 (Spur 3) weisen Banden auf,
die jeweils einer Bande beider Elter entsprechen. Lediglich beim Nachkommen 9x15-2 treten
zusätzlich die schwächeren Nebenbanden des Elter 3.LD9 auf, woraus zu schließen ist, daß
dieser Nachkomme als Einziger beide cppc-Kopien des Elter 3.LD9 und die Gen-Kopie des
Elter 3.LD15 trägt. Die Nachkommen 9x15-16 (Spur 5) und 9x15-20 (Spur 6) zeigen nur ein
Signal, das auf die Genkopie des Elter 3.LD15 zurückzuführen ist.
Beim Nachkommen 9x15-12 (Spur 4) läßt sich nur die stärkere Bande des Elter 3.LD9
erkennen, woraus sich schließen läßt, daß er nur eine cppc-Kopie erhalten hat. Durch die bei
der Kreuzung stattfindende Rekombination ist es zum Verlust der zweiten Gen-Kopie
gekommen.
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Abb. 4.18 Southern-Blot-Analyse von Nachkommen aus der Kreuzung 3.LD9 x 3.LD15.
A: Gelelektrophoretische Auftrennung der mit dem Restriktionsenzym ClaI geschnittenen
genomischen DNA. Es wurden jeweils 15 µg genomischer DNA geschnitten und in einem
0,6% Agarosegel aufgetrennt.
B: Southern-Hybridisierung des in A dargestellten Gels mit einer cppc-spezifischen Sonde.
1: genomische DNA aus 9x15-2
2 genomische DNA aus 9x15-8
3: genomische DNA aus 9x15-10
4: genomische DNA aus 9x15-12
5: genomische DNA aus 9x15-16
6: genomische DNA aus 9x15-20
7: genomische DNA aus untransformierter Désirée als Negativ-Kontrolle
8: genomische DNA aus 3.LD9
9: genomische DNA aus 3.LD15
10: λ/PstI als Längenstandard
A
B
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Stellt man die jeweiligen PEPC-Aktivitätswerte (Tab. 4.4) dem genetischen Status der
Nachkommen gegenüber, zeigt sich, daß mit der Erhöhung der Kopienzahl nicht zwingend
eine Steigerung der PEPC-Aktivität einhergeht.
Selbstung 3.LD9 x 3.LD9
Die genomische DNA der Kontrollpflanze (Désirée), der Elter-Pflanze 3.LD9 sowie der
Pflanzen 1, 7, 40, 52, 64 und 66 der T1-Generation wurden mit dem Restriktionsenzym BclI
vollständig verdaut, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 4.19A) und auf
Nylonmembran übertragen. Durch vorhergegangene Southern-Blot-Analysen konnte gezeigt
werden, daß sich durch Verdau der DNA mit BclI die beiden cppc-Kopien der Elter-Pflanze
3.LD9 gut separieren und detektieren lassen (4.6.1.2). Bei dieser Southern-Blot-Analyse war
es zudem außerordentlich wichtig, daß exakt gleiche Mengen DNA eingesetzt wurden, um
anhand der Signalstärken auf die vorhandene Anzahl der einzelnen cppc-Kopien schließen zu
können. Zur Hybridisierung wurde wiederum die unter 4.6.1.2 beschriebene cppc-Sonde
verwendet.
Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abb. 4.19B wiedergegeben. Der Elter 3.LD9 (Spur 8)
sowie die Nachkommen 9x9-1 (Spur 1), 9x9-7 (Spur 2) und 9x9-40 (Spur 3) zeigen zwei
Banden, die die an verschiedenen Loci des Genoms befindlichen cppc-Kopien repräsentieren.
Aufgrund der stärkeren Intensität der Banden bei diesen drei Nachkommen läßt sich
schließen, daß diese zumindest die Genkopie, die durch die obere Bande repräsentiert wird,
im Gegensatz zur Elter-Pflanze doppelt tragen.
Bei den Nachkommen 9x9-52 (Spur 4), 9x9-64 (Spur 5) und 9x9-66 (Spur 6) ist es durch
Rekombinationsereignisse bei der Selbstung zum Verlust der Genkopie gekommen, die durch
die untere Bande repräsentiert wird. Im Vergleich der Bandenintensitäten zeigt sich, daß die
Nachkommen 9x9-52 und 9x9-64 diese Kopie im Gegensatz zum Nachkommen 9x9-66
doppelt tragen.
Es zeigt sich eine Korrelation zwischen der genetischen Konstellation der Nachkommen und
ihrer PEPC-Aktivität. So zeigen die Nachkommen 9x9-1, 9x9-7 und 9x9-40 eine gegenüber
der Elter-Pflanze erhöhte, die Nachkommen 9x9-52, 9x9-64 und 9x9-66 eine erniedrigte
PEPC-Aktivität. Daraus läßt sich schließen, daß die untere Bande die cppc-Kopie
repräsentiert, die stärker exprimiert wird. Eine Erklärung dafür könnte der Positionseffekt sein
(vgl. 5.3.1).
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Abb. 4.19 Southern-Blot-Analyse von Nachkommen aus der Selbstung 3.LD9 x 3.LD9.
A: Gelelektrophoretische Auftrennung der mit dem Restriktionsenzym BclI geschnittenen
genomischen DNA. Es wurden jeweils 15 µg genomischer DNA geschnitten und in einem
0,6% Agarosegel aufgetrennt.
B: Southern-Hybridisierung des in A dargestellten Gels mit einer cppc-spezifischen Sonde.
1: genomische DNA aus 9x9-1
2: genomische DNA aus 9x9-7
3: genomische DNA aus 9x9-40
4: genomische DNA aus 9x9-52
5: genomische DNA aus 9x9-64
6: genomische DNA aus 9x9-66
7: genomische DNA aus untransformierter Désirée als Negativ-Kontrolle
8: genomische DNA aus 3.LD9
9: λ/PstI als Längenstandard
A
B
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4.6.3 Analyse der T1-Generation aus den Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 
3.LD9 x ppsT56-126
Die transgene Linie 3.LD9 wurde ebenfalls mit transgenen Linien gekreuzt, die das PEP-
Synthase-Gen aus E. coli (ppsA) stark exprimieren. Bei den eingekreuzten Pflanzen handelt es
sich um die Linien ppsT42-20 und ppsT56-126, die aus den Selbstungen der transgenen
Linien ppsT42 bzw. ppsT56 hervorgegangen sind (PANSTRUGA et al., 1997). Ziel der
Kreuzung war die Erzeugung von Nachkommen, die neben der PEPC aus C. glutamicum die
PEP-Synthase aus E. coli exprimieren. Aus der Kreuzung 3.LD9 x ppsT42-20 wurden 11, aus
der Kreuzung 3.LD9 x ppsT56-126 23 Nachkommen regeneriert und analysiert. Eine genaue
Auflistung der untersuchten Nachkommen findet sich in Tab. 4.6.
4.6.3.1 Spezifische PEPC-und PEPS-Proteinmengen und PEPC-Aktivitäten
Um eine genaue Bestimmung der spezifischen Proteingehalte an C. glutamicum-PEPC und
E. coli-PEP-Synthetase der Nachkommen zu ermöglichen, wurden die spezifischen
Proteinmengen beider heterologer Proteine durch Western-Blot-Analysen (3.2.6) sowie mit
Hilfe der ELISA-Technik (3.2.4) ermittelt. Die Durchführung erfolgte wie unter Kapitel
4.6.2.1 beschrieben.
Der immunologische Nachweis der beiden transgenen Proteine erfolgte im Western-Blot.
Dazu wurden zwei separate Blots angefertigt. Der erste Blot wurde zum Nachweis der PEPC
verwendet, der zweite zum Nachweis der PEPS. Pro Spur wurden 25 µg des Proteinextrakts
aufgetragen, aufgetrennt und auf Nitrocellulose übertragen. Neben den Extrakten der zu
untersuchenden Nachkommen wurde auf jedes SDS-Polyacrylamidgel als Negativ-Kontrolle
ein Extrakt aus Pflanzen aufgetragen, die mit dem pS-Vektor (BECKER, 1990) transformiert
worden sind (pS 19). Zur Detektion der PEPS wurde ein Antiserum aus Kaninchen verwendet,
das polyklonale Antikörper gegen gereinigte PEPS enthält (PANSTRUGA et al., 1997). Die
immunologische Detektion der PEPC erfolgte mit dem unter 4.6.2.1 beschriebenen
Antikörper. In Abb. 4.20 ist exemplarisch das Ergebnis der Western-Blot-Analysen mit
einigen Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126
wiedergegeben.
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Abb. 4.20 Western-Blot-Analyse transgener S. tuberosum-Pflanzen, die aus den
Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126 hervorgegangen sind.
Jeweils 25 µg Protein wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und das
Proteinmuster auf Nitrocellulose übertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit
einem C. glutamicum-PEPC spezifischen Antiserum (A) (GEHLEN, 1997) bzw. einem PEPS
spezifischen Antiserum (B) (PANSTRUGA et al., 1997).
M Größenstandard SDS-6H
1,10 Rohextrakt aus Blättern einer mit dem pS-Vektor transformierten Pflanze als
Negativ-Kontrolle
6,15 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT42-20-12
7,16 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT42-20-11
8,17 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT42-20-10
9,18 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT42-20-9
2,11 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT56-20-4
3,12 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT56-20-3
4,13 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT56-20-2
5,14 Rohextrakt aus Blättern der transgenen Linie 9xT56-20-1
In Tab. 4.6 sind die relativen Signalstärken der jeweiligen spezifischen Proteinbanden aller
Nachkommen angegeben.
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Mit Hilfe der ELISA-Technik wurde der spezifische Gehalt an C. glutamicum-PEPC und
E. coli-PEPS in den Proteinextrakten ermittelt. Die für den Proteinextrakt der Negativ-
Kontrolle (pS 19) ermittelten Extinktionswerte wurden als Nullwerte angenommen und von
den Extinktionswerten der Nachkommen subtrahiert. Von jeder transgenen Linie wurden zwei
Pflanzen in Dreifachbestimmung untersucht. Die Mittelwerte der Messungen sind in Tab. 4.6
aufgeführt.
Tab. 4.6 A, B C. glutamicum-PEPC- und E. coli-PEPS-Mengen und spezifische PEPC-
Enzymaktivitäten transgener S. tuberosum-Pflanzen, die aus den Kreuzungen 3.LD9 x
ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126 hervorgegangen sind. Der spezifische Proteingehalt
wurde im ELISA mit spezifischen Antikörpern gegen die heterogene PEPC bzw. PEPS
ermittelt.
Angegeben sind die arithmetischen Mittel mindestens dreier Messungen der PEPC-Aktivität
sowie die Mittelwerte der relativen C. glutamicum-PEPC- und E. coli-PEPS-Mengen und als
Ergebnis der Western-Blot-Analyse die relative Stärke der PEPC- bzw. PEPS-Bande.
A spez. PEPC-
Aktivität
spez. Proteingehalt Signalstärke
imWestern
ppc pps ppc pps
pS 19 11,2 ± 3,4 0 0 - -
9x42 – 1 49,5 ± 12,5 0,394 ± 0,040 0,328 ± 0,028 ++ ++
9x42 – 2 57,5 ± 6,3 0,274 ± 0,027 0,116 ± 0,032 + ++
9x42 – 4 35,0 ± 5,9 0,325 ± 0,021 0,146 ± 0,033 ++ ++
9x42 – 5 107,3 ± 6,1 0,450 ± 0,045 0,107 ± 0,026 ++ +
9x42 – 6 112,5 ± 19,2 0,604 ± 0,038 0,131 ± 0,054 +++ ++
9x42 – 7 75,8 ± 13,9 0,797 ± 0,016 0,062 ± 0,036 +++ -
9x42 – 8 17,6 ± 6,7 0,010 ± 0,010 0,294 ± 0,029 - ++
9x42 – 9 60,6 ± 12,5 0,374 ± 0,088 0,153 ± 0,059 ++ ++
9x42 – 10 52,9 ± 2,6 0,453 ± 0,035 0,256 ± 0,057 +++ +++
9x42 – 11 37,8 ± 6,2 0,305 ± 0,029 0,310 ± 0,045 + +++
9x42 – 12 76,7 ± 9,6 0,381 ± 0,044 0,195 ± 0,055 + +
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B spez. PEPC-
Aktivität
spez. Proteingehalt Signalstärke
imWestern
ppc pps ppc pps
pS 19 11,2 ± 3,4 0 0 - -
9x56 –1 64,7 ± 16,3 0,410 ± 0,089 0,215 ± 0,073 + ++
9x56 –2 135,2 ± 15,2 1,249 ± 0,144 0,055 ± 0,017 +++ -
9x56 –3 55,9 ± 9,1 0,285 ± 0,083 0,149 ± 0,036 ++ +
9x56 –4 12,2 ± 4,4 0,008 ± 0,009 0,259 ± 0,046 - ++
9x56 –6 127,7 ± 34,4 0,665 ± 0,074 0,099 ± 0,035 +++ ++
9x56 –7 105,3 ± 23,0 0,810 ± 0,082 0,180 ± 0,044 ++ ++
9x56 –8 72,7 ± 7,2 0,532 ± 0,064 0,262 ± 0,028 + +
9x56–10 35,0 ± 7,0 0,004 ± 0,004 0,259 ± 0,041 + -
9x56–12 16,6 ± 8,4 0,323 ± 0,103 0,071 ± 0,016 - ++
9x56-15 39,1 ± 6,9 0,493 ± 0,026 0,002 ± 0,003 + -
9x56–17 63,3 ± 22,7 0,301 ± 0,030 0,031 ± 0,026 + -
9x56-18 43,1 ± 4,5 1,174 ± 0,019 0,363 ± 0,113 + -
9x56-19 139,5 ± 13,0 1,102 ± 0,093 0,157 ± 0,070 +++ ++
9x56-20 12,1 ± 5,5 0,027 ± 0,030 0,192 ± 0,022 - -
9x56-22 100,7 ± 12,5 0,235 ± 0,030 0,156 ± 0,029 ++ +
9x56-24 47,4 ± 6,5 -0,008 ± 0,023 -0,024 ± 0,023 + +
9x56-25 17,0 ± 5,5 -0,009 ± 0,024 -0,017 ± 0,020 - -
9x56-26 71,4 ± 12,9 0,522 ± 0,047 0,238 ± 0,053 + +
9x56–27 80,6 ± 9,1 0,883 ± 0,083 0,255 ± 0,046 +++ ++
9x56-28 85,6 ± 16,2 0,463 ± 0,044 0,318 ± 0,056 + +
9x56-29 112,6 ± 2,3 0,458 ± 0,051 0,104 ± 0,033 ++ +++
9x56-31 91,8 ± 17,1 0,494 ± 0,031 0,187 ± 0,055 +++ ++
9x56-32 22,0 ± 4,5 -0,011 ± 0,015 -0,044 ± 0,041 - -
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Die Aktivität der PEPS konnte in den Chloroplasten der Elter-Pflanzen ppsT42 und ppsT56
nachgewiesen werden (PANSTRUGA et al., 1997). Da die Bestimmung der PEPS-Aktivität
selbst jedoch viel Blattmaterial und eine Reihe von proteinchemischen Reinigungsschritten
erfordert und außerdem der sich anschließende Test noch von bisher nicht näher
charakterisierten Faktoren beeinflußt wird, ist eine verläßliche Angabe der spezifischen
Aktivität bei der Vielzahl der einzelnen Linien nicht möglich. Aus diesem Grund wurden die
spezifischen PEPS-Proteingehalte lediglich mittels ELISA ermittelt. Die Bestimmung der
PEPC-Aktivität erfolgte wie unter 4.6.2.1 beschrieben. Die Mittelwerte der Meßergebnisse
sind ebenfalls in Tab. 4.6 wiedergegeben.
Um eine Aussage darüber zu ermöglichen, ob die PEPC-Aktivität auch in diesen
Nachkommen mit dem Gehalt an C. glutamicum-PEPC positiv korreliert ist, wurden die
erhaltenen Daten wie unter 4.6.2.1 beschrieben ausgewertet (Abb. 4.21A). Der
Korrelationskoeffizient beträgt in diesem Fall r = 0,71 und mit hoher Wahrscheinlichkeit
(p<0.01) liegt auch hier eine positive Korrelation vor.
Betrachtet man die Gesamtheit der untersuchten Pflanzen, d.h. alle Nachkommen aus den
Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9, 3.LD9 x 3.LD15, 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126
bezüglich des Gehalts an C. glutamicum-PEPC und der PEPC-Aktivität, zeigt sich auch hier
eine positive Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,63 (Abb. 4.21B).
Abb. 4.21 Korrelation zwischen dem Gehalt an C. glutamicum-PEPC ermittelt im ELISA
und der spezifischen PEPC-Aktivität der transgenen S. tuberosum-Pflanzen.
A: Nachkommen der Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
B: Nachkommen der Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126
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4.6.3.2 Bestimmung verschiedener Metabolite
Die PEP-Synthase aus E. coli ist in den hier beschriebenen transgenen Linien in den
Chloroplasten der Mesophyllzellen lokalisiert (PANSTRUGA et al., 1997). Das Enzym PEPS
regeneriert Phosphoenolpyruvat aus Pyruvat und sorgt damit für die Bereitstellung des CO2-
Akzeptors PEP für die PEPC (vgl. Einleitung). Der Ablauf der Gleichgewichtsreaktion wird
dabei jedoch vom Verhältnis der Produkte zueinander bestimmt. Durch eine erhöhte Aktivität
beider Enzyme ist gegebenenfalls mit einer weiteren Zunahme an Metaboliten, deren Bildung
von Oxalacetat ausgeht, zu rechnen (vgl. 4.6.2.2). Die Bestimmung der Metabolite erfolgte
wie unter 4.6.2.2 beschrieben. Die Mittelwerte der Meßergebnisse sind in Tab. 8.3-8.6
aufgelistet. Auch bei diesen Meßergebnissen treten hohen Standardabweichungen auf.
Zur Überprüfung, ob signifikante Korrelationen zwischen der PEPC-Aktivität oder dem
Gehalt an PEPS und dem Metabolitgehalt der Pflanzen, die sowohl die PEPC aus
C. glutamicum als auch die PEPS aus E. coli exprimieren, bestehen, wurde mit Hilfe der
„Sigma Plot“-Software (JANDEL SCIENTIFIC) eine graphischen Auswertung der Daten
durchgeführt. In Abb. 4.22 ist die graphische Gesamtauswertung bestehender Korrelationen
zwischen PEPC-Aktivität bzw. PEPS-Gehalt und dem Metabolitgehalt der Pflanzen
wiedergegeben.
1 Gesamtzucker 1 Sucrose
2 Gesamtstärke 2 Fructose
3 unlösliche Stärke 3 Malat
4 lösliche Stärke
Abb. 4.22 Korrelationen zwischen der PEPC-Aktivität und dem Gesamtzucker- und
Stärkegehalt der transgenen Linien, die sowohl PEPS als auch PEPC exprimieren (ppc+ pps+).
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Zur Bestimmung der Signifikanz der ermittelten Korrelation wurde zusätzlich ein Student t-
Test durchgeführt. Die entsprechenden Korrelationkoeffizienten sowie deren Signifikanzen
sind in Tab. 4.7 aufgeführt. Die einzelnen Graphen zur Korrelation zwischen dem Gehalt an
PEPS und Malat, Fructose und Sucrose sowie PEPC-Aktivität und Gehalt an Gesamt-
Kohlenhydrate und Gesamtstärke sind im Anhang wiedergegeben (8.3). Es zeigt sich eine
signifikante negative Korrelation zwischen der PEPC-Aktivität und dem Gehalt an
Gesamtstärke und Gesamtkohlenhydraten und andererseits zwischen dem Gehalt an PEPS und
dem Gehalt an Sucrose, Fructose und Malat. Entgegen den Erwartungen treten hier nur
negative und keine positiven Korrelationen auf. Durch das Vorliegen der heterologen PEPS
wird der Gehalt an den untersuchten Metaboliten in den Blättern der Pflanzen nicht weiter
gesteigert sondern abgesenkt.
Tab. 4.7 Korrelationen zwischen der PEPC-Aktivität bzw. dem Gehalt an PEPS-Protein
und dem Gehalt an verschiedenen Metaboliten in transgenen Linien, die sowohl PEPS als
auch PEPC exprimieren (ppc+ pps+); Die Anzahl der untersuchten Pflanzen ist n=23.
Korrelation Art der
Korrelation
Korrelations-
koeffizient
Signifikanz der
Korrelation
Gesamt-Kohlenhydrate/PEPC negativ r = 0,46 p < 0,01
Gesamtstärke/PEPC negativ r = 0,55 p < 0,05
Malat/PEPS negativ r = 0,40 p < 0,1
Fruktose/PEPS negativ r = 0,43 p < 0,05
Sucrose/PEPS negativ r = 0,28 p < 0,001
Abschließend wurden die Mittelwerte der Metabolitgehalte der einzelnen Pflanzengruppen
verglichen. Die Verhältnisse der Metabolite, bei denen signifikante Unterschiede auftreten,
sind in Tabelle 4.8 aufgeführt.
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Tab. 4.8 Signifikante Unterschiede der Mittelwerte der Metabolitgehalt zwischen den
einzelnen Pflanzengruppen.
ppc+: ppc-Gen aus C.  glutamicum wird exprimiert
ppc-: ppc-Gen aus C. glutamicum wird nicht exprimiert
pps+: pps-Gen aus E. coli wird exprimiert
pps-: pps-Gen aus E. coli wird nicht exprimiert
Metabolit Verhältnis der Metabolite Signifikanz
Malat ppc+ pps- > ppc+ pps+ p < 0,01
Aminosäuren ppc- pps- < ppc+ pps-
ppc+ pps- > ppc+ pps+
p < 0,05
p < 0,05
Glukose ppc- pps- > ppc- pps+
ppc- pps- > ppc+ pps+
p < 0,05
p < 0,01
Fruktose ppc- pps- > ppc- pps+
ppc- pps- > ppc+ pps+
p < 0,05
p < 0,001
Sucrose ppc- pps- < ppc+ pps-
ppc- pps- > ppc+ pps+
ppc+ pps- > ppc- pps+
ppc+ pps- > ppc+ pps+
p < 0,01
p < 0,1
p < 0,01
p < 0,001
Gesamtzucker ppc- pps- > ppc+ pps+ p < 0,05
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5. Diskussion
5.1 Isolierung und Charakterisierung von ppc-Genen aus S. tuberosum
Im Vorfeld dieser Arbeit lag die Gensequenz des stppc1-Gens vor, wobei jedoch nur 370 bp
der Promotorsequenz mittels einer PCR-gestützten Technik bestimmt werden konnten
(PANSTRUGA, 1996). Die Intronsequenzen dieses Gens wurden ebenfalls mittels PCR aus
der genomischen DNA amplifiziert und anschließend einer Sequenzanalyse unterzogen
(PANSTRUGA, 1996). Daneben wurde von BAAG (1996) aus einer genomischen Bank von
S. tuberosum ein Phagenklon isoliert, der lediglich den 3´-Bereich des stppc2-Gens trägt. Im
Rahmen dieser Dissertation wurden durch Plaque- und Southern-Hybridisierung aus dieser
Bank zwei Klone isoliert, die die vollständigen genomischen Sequenzen sowie die
Promotorsequenzen der Gene stppc1 und stppc2 tragen.
Aus 400000 untersuchten Klonen wurden in drei Hybridisierungsrunden mit verschiedenen
stppc-spezifischen Sonden 34 positive Klone identifiziert und durch Southern-Hybridisierung
der Insert-DNA näher analysiert (4.1). Aufgrund der erhaltenen Daten wurden die Klone “4”
(stppc1) und “35” (stppc2) ausgewählt, die Insert-DNA dieser Phagenklone in den Vektor
pBluescript subkloniert und einer Sequenzanalyse unterzogen.
5.1.1 Isolierung und Sequenzanalyse des Promotors des stppc1-Gens
Durch die Hybridisierung der isolierten Phagenklone mit einer für den Promotor des stppc1-
Gens spezifischen Sonde zeigte lediglich ein Klon (“4”) ein positives Signal. Aufgrund der
großen Anzahl an Phagenklonen mit stppc-Gensequenzen wäre das Vorliegen weiterer,
überlappender Klone zu erwarten gewesen. Eine Ursache für das Fehlen solcher
überlappender Klone kann in der Herstellungsweise der genomischen Bank liegen. Die
genomische DNA wurde partiell mit Sau3A verdaut, wobei offensichtlich bestimmte
Schnittstellen gegenüber anderen, schwer zugänglichen Schnittstellen bevorzugt werden.
Dieses Phänomen tritt häufig bei der Herstellung von Genbanken auf (WINNACKER, 1985,
HAGEN et al., 1988) Desweiteren ist es möglich, daß durch die Amplifikation von
Genbanken bestimmte Gensequenzen verloren gehen können, weil sie zu langsam repliziert
oder durch Rekombinationsereignisse verändert werden (WINNACKER, 1985).
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Mit Hilfe einer PCR-gestützten Methode konnte PANSTRUGA (1996) bereits 370 bp des
stromaufwärts vom Startcodon gelegenen Bereichs isolieren und charakterisieren. Dabei
traten jedoch zwei geringfügig voneinander abweichende Sequenzvarianten (Subklone pKL
28 und pKL 29) auf, bei denen es sich um allele Formen des Gens handeln soll. Mit der im
Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Isolation und Analyse eines genomischen Klons, der
die vollständige Gensequenz sowie 873 bp der Promotorsequenz trägt, konnte das Vorliegen
der im Subklon pKL28 vorhandenen allelen Variante im Genom von S. tuberosum Desirée
verifiziert werden. Mittels einer “Primer extension”-Analyse konnte PANSTRUGA (1996)
den Transkriptionsstartpunkt sowie eine potentielle “TATA”- und “CAAT”-Box ermitteln.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen ebenfalls darauf hin, daß die im Subklon
pKl28 vorliegende Sequenzversion transkribiert wird (PANSTRUGA, 1996).
5.1.2 Isolierung und Sequenzanalyse des stppc2-Gens
Zur Identifizierung solcher Klone, die das stppc2-Gen tragen, wurde eine Auswahl an Klonen,
die unterschiedliche Restriktionsmuster aufweisen, in eine Southern-Hybridisierung mit einer
Sonde, die dem Intron 3 des stppc2-Gens entspricht, eingesetzt (4.1.2). Aufgrund der starken
Hybridisierungssignale der Klone “5”, “8”, “30” und “35” wurde vermutet, daß diese Klone
entsprechende Sequenzen des stppc2-Gens tragen. Dabei zeigte auch der als Negativ-
Kontrolle verwendete Klon “4”, der das stppc1 Gen trägt, ein schwaches Signal, das auf die
PCR-gestützte Markierungsmethode der Sonde zurückzuführen ist. Neben den gewünschten
Intron-spezifischen Fragmenten liegen im Sondenansatz zu einem geringen Teil auch
sogenannte “long-products” vor, die in den ersten PCR-Zyklen entstehen und markierte
Exonbereiche beinhalten.
Die Ergebnisse der darauf folgenden Hybridisierungen mit den Sonden 6 und 7 sowie
anschließende Restriktionskartierungen der Klone legten den Schluß nahe, daß Klon “35” die
vollständige Gen- und Promotorsequenz des stppc2-Gens trägt, wogegen es sich bei den
Klonen “5”, “8” und “30” um überlappende Klone handelt, die nur begrenzte Bereiche des
stppc2-Gens tragen.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Klon “35” für die Sequenzanalyse ausgewählt. Durch die
Gegenüberstellung überlappender Sequenzbereiche aus den Klonen “35” und dem von BAAG
(1996) isolierten Klon “10” konnte eine 100%ige Homologie ermittelt werden. Die
vollständige Sequenz umfaßt insgesamt 8438 bp, wobei 2506 bp der stromaufwärts vom
Startcodon gelegenen und 427 bp der 3´-untranslatierten Region zugehören.
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Promotor des stppc2-Gens
Da aus zeitlichen Gründen keine “Primer extension”-Analyse durchgeführt werden konnte, ist
eine Festlegung des Transkriptionsstartpunkts nicht möglich. Auch die Länge der 5´-
untranslatierten Region ist spekulativ. Die Länge 5´-untranslatierter Regionen variiert bei
pflanzlichen Genen zwischen 9 und 193 bp (JOSHI, 1987). Daneben findet sich in einigen
Fällen ein zusätzliches, zehntes Intron in der 5´-untranslatierten Region von ppc-Genen, wie
für Medicago sativa (PATHIRANA et al., 1993), Flaveria trinervia, Flaveria pringlei
(ERNST und WESTHOFF, 1997) und Glycine max (KATO et al., 1998) beschrieben. Ob ein
Intron in der 5´-untranslatierten Region vorliegt, läßt sich nur feststellen, indem die Sequenz
der cDNA des Gens mit der genomischen Sequenz verglichen wird.
Eine potentielle TATA-Box, die der vollständigen Konsensus-Sequenz “TATAAAA”
entspricht, findet sich 484 bp stromaufwärts vom Startcodon. Da der Abstand zum
Transkriptionsstartpunkt in der Regel nur 20 bis 30 bp beträgt (JOSHI, 1987, LARSEN et al.,
1995) kann die Funktion dieser Sequenz als “TATA”-Box nur unter der Voraussetzung, daß
ein Intron in der 5´-untranslatierten Region vorliegt, angenommen werden, da die Länge 5´-
untranslatierter Regionen in der Regel zwischen 9 und 193 bp beträgt (JOSHI, 1987). Es ist
desweiteren nicht auszuschliessen, daß der Promotor des stppc2-Gens, wie bereits für einige
andere Promotoren von ppc-Genen beschrieben, keine typische TATA-Box besitzt
(CHOLLET et al., 1996).
Eine potentielle “CAAT”-Box mit der Sequenz “CCAATA” befindet sich 235 bp
stromaufwärts vom Startcodon. Die CAAT-Box liegt häufig zirka 45 bp stromaufwärts von
der TATA-Box, kann jedoch ihre Funktion an unterschiedlichen Positionen und in beiden
Orientierungen ausüben (LEWIN, 1997). Erst durch die Ermittlung des Transkriptions-
startpunktes wird eine definitive Aussage über Vorhandensein und Lage beider Boxen
möglich.
Durch einen Homologievergleich der Sequenzen von stppc1- und stppc2-Gen und den
abgeleiteten Aminosäuresequenzen beider Gene wurde der Translationsstartpunkt des stppc2-
Gens ermittelt. Nach JOSHI et al. (1997) lautet die Konsensussequenz der Umgebung des
Translationsstartpunkts bei Dicotyledonen “aaa AAa ATG GCt“.Im Falle des stppc1-Gen und
des ppc-Gen von N. tabacum (KOIZUMI et al., 1991), das die größte Homologie zu den ppc-
Genen aus S. tuberosum aufweist (TOH et al., 1994), zeigt sich eine hohe Übereinstimmung
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mit dieser Konsensussequenz. Dagegen liegen beim stppc2-Gen starke Abweichungen von
dieser Sequenz im 5´-Bereich des Startcodons vor (vgl. Tab. 5.1).
Tab. 5.1 Vergleich der Umgebung der Startcodons der ppc-Gene aus S. tuberosum und der
ppc-cDNA N. tabacum (KOIZUMI et al., 1991) mit der allgemeinen Konsensus-Sequenz
dicotyledoner Pflanzen (JOSHI et al., 1997). Übereinstimmungen mit der Konsensus-Sequenz
sind durch Unterstreichung hervorgehoben.
Sequenz
Konsensus aaa AAa ATG GCt
N. tabacum TGA AAA ATG GCG
stppc1 TGA AAA ATG ACT
stppc2 GGG TTG ATG GCT
Bei 80% aller pflanzlichen Gene ist ein Purin in Position –3 obligatorisch (JOSHI et al.,
1997). Im Falle des stppc2-Gens liegt dort jedoch ein Pyrimidin vor. Desweiteren weisen
Gene höherer Pflanzen zu 68% ein “G“ an Position +4 auf, wie es auch beim stppc2-Gen,
jedoch nicht beim stppc1-Gen der Fall ist. KOZAK (1991) konnte nachweisen, daß das
Vorliegen eines Purins in Position –3 und eines “G“ in der Position +4 bei Vertebraten von
Bedeutung für einen effizienten Translationsstart ist. Abweichungen davon werden als
möglicher Grund für eine ineffiziente Translation erachtet.
Trotz großer Abweichungen von der Konsensussequenz im 5´-Bereich ist der angegebene
Translationsstartpunkt aufgrund der hohen Homologie der abgeleiteten Aminosäuresequenz
am N-Terminus zu PEPC1 sowie allen anderen bekannten PEP-Carboxylasen (TOH et al.,
1994), anzunehmen.
Aus der ermittelten Sequenz des stppc2-Gens wurde die vollständige Aminosäuresequenz
abgeleitet und auf das Vorhandensein regulatorisch-relevanter Motive untersucht.
Das allgemeine Phosphorylierungsmotiv, das bei allen pflanzlichen PEP-Carboxylasen nahe
dem N-Terminus auftritt, lautet “E/DR/KxxSIDAQL/MR” (CHOLLET et al., 1996) und
findet sich sowohl in der Proteinsequenz von PEPC1 und PEPC2 ohne Abweichung. Die
reversible Phosphorylierung der N-terminalen Domäne stellt einen wichtigen
posttranslationalen Mechanismus der Regulation dieses Enzyms bei C4- und CAM-Pflanzen
dar (HUBER et al., 1994, LEPINIEC et al., 1994, RAJAGOPALAN et al., 1994).
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Nach CHOLLET et al. (1996) dient die reversible Phosphorylierung auch der Regulation
nicht-photosynthetischer PEPC-Formen. So konnte eine reversible Phosphorylierung der
nicht-photosynthetischen PEPC in den Wurzeln der Sojabohne (ZHANG et al., 1995), in
belichteten Weizenblättern (VAN QUY et al., 1991) und den Schließzellen von Vicia faba
(ZHANG et al., 1995, DU et al., 1997) nachgewiesen werden. Dieses Motiv spielt vermutlich
zusätzlich eine Rolle bei der Stabilisierung der tetrameren Struktur des Proteins (LEPINIEC
et al., 1993).
Daneben finden sich in allen bisher untersuchten PEP-Carboxylasen verschiedene hoch
konservierte Motive die spezifische His-, Lys- und Arg-Reste enthalten und für die Aktivität
und Regulation des Enzyms wichtig sind (LEPINIEC et al., 1994, CHOLLET et al., 1996).
Auch diese Motive finden sich, 100%ig der allgemeinen Konsensus-Sequenz entsprechend,
sowohl in PEPC2 als auch in PEPC1 sowie der nah verwandten PEPC aus N. tabacum, die auf
Aminosäureebene eine Homologie von 85% zu PEPC2 aufweist (Tab. 5.2).
Tab. 5.2 Vergleich der Aminosäuresequenz von STPPC1, STPPC2 und der PEPC aus
N. tabacum mit den entsprechenden Konsensus-Sequenzen regulatorisch wichtiger Bereiche.
Konsensus E/DR/KxxSIDAQL/MR TAHPT VMxGYSDSxKDxG FHGRGxxxxRGxxP
N. tabacum E KLASIDAQL R TAHPT VMVGYSDSGKDAG FHGRGGTVGRGGGP
stppc1 E KLASIDAQL R TAHPT VMIGYSDSGKDAG FHGRGGTVGRGGGP
stppc2 E KLASIDAQL R TAHPT VMIGYSDSGKDAG FHGRGGTVGRGGGP
Mit Ausnahme weniger ppc-Gene (Medicago sativa (PATHIRANA et al., 1993) Brassica
napus (YANAI et al., 1994), Flaveria (ERNST und WESTHOFF, 1997) und Glycine max
(KATO et al., 1998) besitzen alle bislang bekannten ppc-Gene neun Introns an konservierten
Positionen, die in ihrer Länge jedoch stark variieren (LEPINIEC et al., 1993, CHOLLET
et al., 1996).
Im Falle des stppc2-Gens beträgt die Intronlänge zwischen 98 bp (Intron 9) und 753 bp
(Intron 1) und entspricht damit der für pflanzliche Introns typischen Länge, die zwischen 40
bp und maximal 2000 bp liegt (HAWKINS, 1988). Im Vergleich zum stppc1-Gen zeigt sich,
daß die Länge der einzelnen Introns tendenziell übereinstimmt (vgl. Tab. 4.1). Die
Intronsequenzen sind AT-reich (66%), wie es häufig bei Introns dikotyler Pflanzen der Fall
ist.
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Die Homologie der Intronsequenzen des stppc2-Gens zu den entsprechenden Intronsequenzen
des stppc1-Gens beträgt jedoch nur zwischen 47 und 60% und zeigt keine Homologie, wie es
bei Isogenen einer Familie die Regel ist.
Alle neun Introns besitzen die typischen Spleißgrenzen “GT/AG”. Auch die Umgebungen der
Spleißstellen weisen eine hohe Homologie zu den allgemeinen Konsensussequenzen
“aGGTaag – tgcAGg” auf (CHOLLET et al., 1996). Die Summe aller aufgeführten
Ergebnisse läßt vermuten, daß das Gen stppc2 ein funktionstüchtiges Protein codiert.
5.1.3 Genomische Southern -Blot-Analyse von S. tuberosum
Durch genomische Southern- und Expressionsanalysen konnte gezeigt werden, daß PEP-
Carboxylasen in Pflanzen des C4-, CAM- und C3-Typs von Multigenfamilien codiert werden,
die aus mindestens drei Genen bestehen (LEPINIEC et al., 1994, TOH et al., 1994).
Genomische Southern-Analysen von PANSTRUGA (1996) weisen darauf hin, daß auch in
S. tuberosum drei oder mehr ppc-Gene existieren.
Mittels Screening einer genomischen Phagen-Bank von S. tuberosum konnten im Rahmen
dieser Arbeit jedoch nur solche Klone isoliert werden, die entweder Sequenzen von stppc1
oder stppc2 tragen. Durch genomische Southern-Analysen mit neu abgeleiteten Sonden
(Exon0 des stppc1-Gens und Exon10 des stppc2-Gens) sollte die Anzahl der im Genom
vorliegenden ppc-Gene überprüft werden (4.3). Da die Homologie zwischen ppc-Isogenen in
den codierenden Regionen zumeist sehr hoch ist (SCHÄFFNER und SHEEN, 1992, TOH
et al.,1994, ERNST und WESTHOFF, 1997), ist davon auszugehen, daß durch
Hybridisierung mit diesen Sonden aus den codierenden Bereichen der Gene alle vorliegenden
ppc-Isogene erfaßt wurden.
Zur Auswertung der Hybridisierungsergebnisse wurden die Sequenzen beider Gene
herangezogen. Neben den beiden zu erwartenden Signalen treten in allen Spuren zusätzliche
Signale auf. Aus der Signalintensität läßt sich schließen, daß mindestens ein weiteres ppc-Gen
mit hoher Homologie zu den verwendeten Sonden vorliegt. Weitere, schwächere Signale sind
eher auf unvollständiges schneiden der genomischen DNA zurückzuführen als auf weitere,
weniger homologe Gene, da sie lediglich in drei der neun Ansätze auftreten. Damit ist
anzunehmen, daß in S.tuberosum drei ppc-Gene, mit hoher Homologie zueinander, existieren.
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Für die C3-Pflanze Flaveria pringlei konnte ebenfalls die Existenz von drei unterschiedlichen
ppc-Genen nachgewiesen werden, wobei zwei dieser Gene eine große Ähnlichkeit bezüglich
der Länge aufweisen, während das dritte Gen verkürzt ist (ERNST und WESTHOFF, 1997).
Um eine genaue Aussage über die Gegebenheiten bei S. tuberosum zu ermöglichen, müßte
das dritte Gen isoliert und charakterisiert werden. Dazu wäre die Untersuchung der Klone, die
beim “Screening” der Phagenbank positive Signale zeigten und aus zeitlichen Gründen nicht
mehr näher charakterisiert werden konnten, dienlich.
5.1.4 In situ-Hybridisierung
Die einzelnen Isoformen innerhalb von ppc-Multigenfamilien haben teilweise
unterschiedliche biochemische Eigenschaften und Funktionen und weisen differentielle
Expressionsmuster auf (TING und OSMOND, 1973a, 1973b, LEPINIEC et al., 1994, ERNST
und WESTHOFF, 1997). So besitzen einige Pflanzen neben einer in Blättern und Stielen
schwach exprimierten C3-PEPC spezifische Wurzelformen dieses Enzyms (TOH et al., 1994,
CHOLLET et al., 1996). Ferner konnte in den Schließzellen von Vicia faba eine spezifische
Isoform der PEPC nachgewiesen werden, die sich kinetisch und physikalisch von den anderen
Isoformen unterscheidet und eine wichtige Rolle bei der Schließzellbewegung spielt.
Desweiteren konnte gezeigt werden, daß ca. 90% der PEPC-Aktivität aus der
Gesamtepidermis von Vicia faba in den Schließzellen lokalisiert ist (OUTLAW, 1990,
SCHULZ et al., 1992, ZHANG et al., 1994). Während DU et al. (1997) die Phosphorylierung
des Enzyms als Regulationsmechanismus nachweisen konnten, fehlen bislang Erkenntnisse
darüber, inwiefern über einen spezifischen Signaltransduktionsweg Einfluß auf die
Enzymaktivität genommen wird.
Aufgrund der geschilderten Ergebnisse sollte mittels in-situ-Hybridisierung untersucht
werden, ob in den Schließzellen von S. tuberosum eine erhöhte Akkumulation an ppc-mRNA
nachweisbar ist und ob das zu diesem Zeitpunkt bereits charakterisierte stppc1-Gen spezifisch
in Schließzellen exprimiert wird.
Im Experiment wurde die 3´-untranslatierte Region von stppc1 als Hybridisierungssonde
verwendet. Hierbei konnte eine gleichmäßige Verteilung der mRNA auf alle Zelltypen
detektiert werden. Demnach wird dieses Gen weder in den Schließzellen noch in einem
anderen Zelltyp stark erhöht exprimiert. Die als Positiv-Kontrolle verwendete antisense-RNA
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dieses Gens zeigt tendenziell das gleiche Ergebnis, jedoch mit erhöhter Signalintensität. Zum
einen liegt in den unterschiedlichen Längen beider Sonden eine Erklärungsmöglichkeit für
dieses Ergebnis (Dr. Schmelzer, MPI Köln, persönliche Mitteilung), zum anderen kann die
erhöhte Signalintensität jedoch auch auf Hybridisierung der Sonde mit ppc-mRNAs
unterschiedlicher Isogene zurückzuführen sein, die ebenfalls in den verschiedenen
Blattzelltypen exprimiert werden könnten. Um eine Aussage darüber zu treffen, ob das
gleichmäßige Expressionsmuster bei der Positiv-Kontrolle letztendlich auf unterschiedlich
hohe Expressionsraten verschiedener ppc-Isogene zurückzuführen ist, müßten weiterhin die
3´-oder 5´-untranslatierten Regionen der anderen Isogene als genspezifische Sonden
eingesetzt werden, da lediglich diese Bereiche deutliche Unterschiede zwischen den
Isoformen aufweisen (CRÉTIN et al., 1991, YANAI, et al. 1994).
5.2 Expression des cppc- und hpt-Gens unter der Kontrolle des 35S-Promotors in
N. tabacum
Durch die Transformation von N. tabacum mit einem chimären Pflanzenvektor, der das cppc-
Gen aus C. glutamicum sowie das hpt-Gen aus E. coli, verbunden durch die sogenannte
„BiP“-Region (MACEJAK und SARNOW, 1991) unter der Kontrolle des 35S-Promotors
trägt, sollte die Selektion von Regeneranten ermöglicht werden, die eine hohe Expressionsrate
beider Gene und damit einhergehend eine hohe PEPC-Aktivität aufweisen (4.5).
Die Selektion der Regeneranten auf unterschiedlich hohen Hygromycin-Konzentrationen
führte in allen Fällen zum Absterben der Pflanzen, was auf mangelnde Expression des hpt-
Gens oder die Funktionsuntüchtigkeit des Proteins schließen ließ. Dagegen konnte mittels
Western-Blot-Analysen und PEPC-Aktivitätstests das Vorliegen einer funktionstüchtigen
C. glutamicum-PEPC nachgewiesen werden (4.5). Northern-Blot-Analysen des gebildeten
Transkriptes legten die Vermutung nah, daß entgegen den Erwartungen keine dicistronische
mRNA gebildet worden ist, sondern lediglich das 5´-gelegene cppc Gen transkribiert wurde.
Die Co-Expression funktionell verwandter Gene ist bei Prokaryonten, im Gegensatz zu
Eukaryonten, durch die Organisation der Gene in Operons weit verbreitet. Erst in der letzten
Zeit wurden auch in eukaryotischen Genomen Gencluster gefunden, in denen funktionell
verwandte Gene von einem gemeinsamen Promotor aus cotranskribiert werden
(zusammengefaßt von BLUMENTHAL, 1998).
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Voraussetzung für die simultane Expression beider Gene unter der Kontrolle des 35S-
Promotors ist die Verbindung durch die 220 bp lange „BiP“-Sequenz, welche in unmittelbarer
Nähe stromaufwärts vom AUG-Startcodon eine interne Ribosomen Zugangsstelle enthält und
somit eine Cap-unabhängige Anlagerung der Ribosomen erlaubt. Die Funktionstüchtigkeit
dieses Systems konnte durch die Translation des zweiten Cistrons einer dicistronischen
mRNA in HeLa-Zellen bereits nachgewiesen werden (MACEJAK und SARNOW, 1991,
YANG und SARNOW, 1997). In der letzten Zeit wurden verschiedene eukaryotische mRNAs
identifiziert, bei denen die Ribosomenanlagerung nicht Cap-abhängig ist und ähnlich wie bei
einigen viralen mRNAs (WIMMER et al., 1993) durch sogenannte „ribosome entry site“
(IRES)- Elemente vermittelt wird (zusammengefaßt von JACKSON und KAMINSKI, 1995,
JACKSON et al., 1995). Es wird vermutet, daß die Proteine p60 und p95 aus HeLa-
Zellextrakten, die spezifisch an die IRES-Elemente der BiP-Region binden, eine Rolle bei der
internen Initiation spielen (YANG und SARNOW, 1997). Fraglich ist, ob diese Proteine auch
in pflanzlichen Zellen vorliegen.
Zum Zeitpunkt der Untersuchungen waren die beschriebenen Zusammenhänge noch nicht
bekannt und konnten nicht in Betracht gezogen werden. Da die Aufklärung der in
Pflanzenzellen gegebenen Voraussetzungen für die Expression dicistronischer mRNAs sehr
aufwendig ist und auf anderen Wegen Pflanzen erzeugt werden konnten, die eine sehr hohe
Expression des ppc-Gens aufweisen, scheint eine weitere Verfolgung dieses Ansatzes zum
jetzigen Zeitpunkt wenig sinnvoll.
5.3 Analyse der transgenen Linien von S. tuberosum
5.3.1 Spezifische PEPC-Aktivität und Southern-Blot-Analysen
Eltern-Pflanzen 3.LD9 und 3.LD15
Zu Beginn der Arbeit standen Sterilkulturpflanzen transgener Linien von S. tuberosum
(3.LD9 und 3.LD15) zur Verfügung, die das ppc-Gen aus C. glutamicum in hohem Maße
exprimieren. Um eine weitere Expressionssteigerung zu erzielen, wurden diese Linien
zunächst in einem Gewächshaus kultiviert und in Kreuzungsexperimente eingesetzt. Während
Pflanzen in Sterilkultur relativ gut definierten, gleichmäßigen Kulturbedingungen unterliegen,
sind sie im Gewächshaus stark schwankenden Umwelteinflüssen, wie wechselnde
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Lichtverhältnisse, Luftfeuchtigkeit, Wässerung und Düngung sowie Pathogenbefall,
ausgesetzt. DYMOCK et al. (1991) konnten zeigen, daß die Pflanzenkulturbedingungen die
Expressionsrate eines heterologen Gens stark beeinflussen können. Zur Klärung der Frage, ob
die veränderten Kulturbedingungen Einfluß nehmen, wurden die Pflanzen nach der
Kultivierung im Gewächshaus bezüglich der Expression des ppc-Gens analysiert.
In der Western-Blot-Analyse mit spezifischen Antikörpern gegen die PEPC aus
C. glutamicum (GEHLEN, 1997) zeigten beide Linien starke Signale auf Höhe der als
Positiv-Kontrolle verwendeten C. glutamicum-PEPC (103 kDa). Neben diesen Banden
zeigten alle Extrakte eine zweite, schwächere Bande, bei der es sich vermutlich um ein
proteolytisches Abbauprodukt der PEPC handelt (4.6.1.1). PEP-Carboxylasen werden häufig
während der Extraktion durch endogene Proteasen degradiert und das proteolytische Produkt
erscheint geringfügig kleiner als das intakte Monomer (MATSUOKA und HATA, 1987).
Während bei Pflanzen aus Sterilkultur das stärkere Signal bei der Linie 3.LD15 detektiert
werden konnte (GEHLEN, 1997), zeigt hier die Linie 3.LD9 das stärkere Signal. Mittels
ELISA und einem spektralphotometrischen Aktivitätstest wurde der spezifische Gehalt an
C. glutamicum-PEPC genau quantifiziert und die Aktivität des Enzyms bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, daß die transgene Linie 3.LD9 eine gegenüber der Linie 3.LD15 erhöhte
Menge an heterologer PEPC exprimiert und damit einhergehend eine höhere spezifische
Aktivität des Enzyms aufweist. Insgesamt ist die spezifische PEPC-Aktivität in den
Gewächshauspflanzen jedoch deutlich geringer als in Pflanzen aus Sterilkultur, bei denen für
beide Linien mittels des selben Enzymassays gleich hohe PEPC-Aktivitätsraten gefunden
wurden (GEHLEN, 1997). So zeigt die Linie 3.LD9 eine Reduktion um 35%, die Linie
3.LD15 sogar um 50%. Eine Abnahme der Expression eines Fremdgens in
Gewächshauspflanzen gegenüber Pflanzen, die in Sterilkultur kultiviert werden, konnte
bereits früher beobachtet werden (HENSGENS et al., 1992, PANSTRUGA, 1996, GEHLEN,
1997). Dagegen kommt es unter Gewächshaus-bedingungen zu einem Anstieg der endogenen
PEPC-Aktivität in den Kontrollpflanzen. Auch dieses Phänomen wurde bereits mehrfach
beschrieben (PANSTRUGA, 1996, GEHLEN, 1997).
Da die Agrobakterien vermittelte Transformation von Pflanzen oft zur Integration mehrerer
Genkopien führt, wobei häufig keine Korrelation zwischen Kopienzahl und Expressionslevel
bei den einzelnen Transformanten festzustellen ist (BREYNE et al., 1992), sollte mittels
Southern-Blot-Analysen die Kopienzahl des prokaryotischen ppc-Gens im Genom der
transgenen Linien bestimmt werden. Dabei sollte geklärt werden, ob die unterschiedliche
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Abnahme der Expression des heterologen Proteins unter veränderten Kulturbedingungen
möglicherweise darauf zurückzuführen ist, daß verschieden viele Kopien des Gens in den
einzelnen transgenen Linien vorliegen und deren Expression differentiell beeinflußt wird.
Dazu wurde die genomische DNA der Pflanzen mit sechs unterschiedlichen
Restriktionsenzymen geschnitten und mit einem 1 kb großen Fragment des C. glutamicum-
Gens hybridisiert (4.6.1.2). Die Gesamtheit der erhaltenen Signale läßt den Schluß zu, daß die
Linie 3.LD9 zwei Kopien und die Linie 3.LD15 lediglich eine Kopie des Gens enthält.
Da beide Linien in Sterilkultur eine gleich hohe PEPC-Aktivität zeigten, die unter
Gewächshausbedingungen unterschiedlich supprimiert wurden, ist anzunehmen, daß Anzahl
und Lokalisation der Genkopien im Genom der Pflanze Einfluß auf die Expressionsrate
nimmt. SCHNURR und GUERRA (2000) konnten anhand von transgenen Linien, die das
GUS-Reportergen unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimieren, zeigen, daß
Temperaturschwankungen und Dauer der Lichtperiode starken Einfluß auf die Regulation des
Promotors nehmen. Dabei differieren die Änderungen der Expressionsraten zwischen den
einzelnen Linien stark. Da sowohl die Lichtperiode als auch die Temperatur im Gewächshaus
nicht so gut definiert wie unter Sterilkulturbedingungen ist, kann darin eine Ursache für die
veränderten Expressionsraten der hier untersuchten Linien gesehen werden.
Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
Die Linie 3.LD9 wurde mit sich selbst und der Linie 3.LD15 gekreuzt, um Nachkommen zu
erhalten, die aufgrund einer erhöhten Kopienzahl des ppc-Gens aus C. glutamicum auch eine
höhere PEPC-Aktivität aufweisen. Da eine Erhöhung der PEPC-Produktion zunächst im
Vordergrund stand, wurden die 90 Nachkommen aus beiden Kreuzungen auf ihre spezifische
PEPC-Aktivität hin getestet. Unter den Nachkommen fanden sich solche, die eine gegenüber
den Eltern-Pflanzen erhöhte, gleiche hohe oder erniedrigte PEPC-Aktivität aufweisen.
Dieses Ergebnis zeigt, daß eine Erhöhung der PEPC-Aktivität durch Kreuzung möglich ist. So
zeigen die stärksten Nachkommen 9x9-1 und 9x15-10 eine Steigerung der PEPC-Aktivität um
44% bzw. 41% gegenüber der Elter-Pflanze 3.LD9. Zur näheren Analyse wurden aus jeder
Kreuzung 6 Nachkommen mit unterschiedlich hoher PEPC-Aktivität ausgewählt und
bezüglich ihres spezifischen PEPC-Gehalts untersucht. Zur Quantifizierung der vorhandenen
heterologen Proteinmengen wurden Western-Blot-Analysen und ELISA mit spezifischen
Antikörpern gegen die C. glutamicum-PEPC durchgeführt. Die ermittelten Proteinmengen
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korrelieren mit den Aktivitätswerten, so daß der Schluß gezogen werden kann, daß die
Gesamtheit des vorliegenden Proteins funktionstüchtig ist. Allerdings ist aus diesen
Ergebnissen nicht ersichtlich, ob die in vitro gefundenen Enzymaktivitäten mit den
Gegebenheiten in vivo übereinstimmen.
Die Enzymaktivitätsmessung der PEP-Carboxylase erfolgte in Anlehnung an die Methode
von TERAOKA et al. (1974), wobei der Assay-Mix mit Tris-H2SO4 auf pH=8,5 gepuffert ist
(3.2.3). Der pH-Wert in vivo beträgt jedoch pH=7,3 (ROBERTS et al., 1980), wodurch die
Aktivität der C. glutamicum-PEPC verändert sein kann. So zeigen Messungen in anderen
Puffersystemen deutlich höhere PEPC-Aktivitätswerte, die die hier ermittelten teilweise um
ein Vielfaches übersteigen (RADEMACHER, persönliche Mitteilung; HÄUSLER,
persönliche Mitteilung).
Aufschluß über die Enzymaktivität in vivo kann durch puls-chase-Experimente gewonnen
werden, bei denen die primären Metabolite der enzymatischen Reaktion quantifiziert werden.
An Linien, die das mutierte endogene stppc1-Gen überexprimieren konnte durch “puls-
chase”-Experimente gezeigt werden, daß es zu einer Anreicherung von 14C in Malat in den
Blättern der untersuchten Pflanzen kommt (RADEMACHER, persönliche Mitteilung).
Demnach führt die Überexpression eines ppc-Gens zur verstärkte Bildung von Malat in vivo.
Mittels Southern-Blot-Analysen wurde untersucht, ob die gegenüber den Eltern-Pflanzen
erhöhte Expression der PEPC auf das Vorhandensein verschiedener Genkopien oder aber auf
die Verdopplung einer bestimmten Kopie des Gens zurückzuführen ist.
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse mit den entsprechenden Aktivitätswerten (Tab. 4.4)
der einzelnen Nachkommen zeigt, daß ein Zusammenhang zwischen genomischer
Konstellation und der Enzymaktivität besteht. Die transgene Linie 3.LD9 trägt zwei Kopien
des cppc-Gens, die durch zwei Banden unterschiedlicher Größe im genomischen Southern
repräsentiert werden (4.6.2.3). Die Nachkommen 9x9-1, 9x9-7 und 9x9-40 tragen eine Kopie
des Gens, die durch die kleinere Bande repräsentiert wird und weisen die höchsten PEPC-
Aktivitätswerte auf. Dagegen zeigen die Nachkommen 9x9-52, 9x9-64 und 9x9-66 nur die
Kopie, die durch die größere Bande repräsentiert wird und besitzen eine gegenüber der Linie
3.LD9 stark verminderte PEPC-Aktivität. Die Verdopplung dieser Genkopie führt bei den
Nachkommen 9x9-52 und 9x9-64 zu einer Abnahme der Aktivität, die sogar unter den für die
Elter-Pflanze ermittelten Wert abfällt (Tab. 4.4).
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Die unterschiedlich hohen Transkriptionsraten heterologer Gene kann durch den sogenannten
“Positionseffekt” erklärt werden. Bei der Agrobakterium-vermittelten Transformation von
Pflanzen wird die T-DNA an zufälligen Positionen des Genoms integriert. Untersuchungen
verschiedener Autoren zeigen, daß bei der Integration weder bestimmte Chromosome noch
bestimmte Bereiche eines Gens bevorzugt werden (zusammengefaßt von TINLAND, 1996).
Die verschiedenen Integrationsorte können zu unterschiedlichen Expressionsstärken führen.
Integriert z.B. die T-DNA in einen besonders stark kondensierten Bereich des Genoms, wird
das sich darauf befindende Gen nicht exprimiert (SANDERS et al., 1987). Andererseits
können auch benachbarte regulatorische Sequenzen negativen oder positiven Einfluß auf die
Expression nehmen (BREYNE et al., 1992). PRÖLS und MEYER (1992) zeigten anhand von
drei verschiedenen transgenen Linien von Petunia hybrida auf, daß die Integration eines Gens
in eine hoch repetitive Sequenz des Genoms zu völliger Inaktivierung des Gens führt,
während andererseits der Methylierungszustand der Integrationsregion entscheidend für die
Höhe der Gen-Expression ist. Die konservierte Methylierung an der Integrationsstelle betrifft
dabei auch die Border-Sequenzen der transgenen DNA.
Ein weiteres Phänomen, daß die Expression heterologer Gene beeinflußt, ist das sogenannte
“Silencing”, das immer wieder bei transgenen Pflanzen beobachtet wird und deshalb von
wachsendem Interesse in der molekularbiologischen Forschung ist, wenn eine hohe
Produktion rekombinanter Proteine in Pflanzen erwünscht ist. Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind sehr komplex und bis heute nicht völlig geklärt. Unterschieden wird dabei
ein transkriptionelles und posttranskriptionelles “Silencing”:
MATZKE und MATZKE (1995, 1998) führen das transkriptionelle “Silencing” auf eine
Hypermethylierung homologer transgener oder endogener Sequenzen zurück. Auch von
anderen Autoren wird die Methylierung transgener Sequenzen als Ursache für einen
“Silencing”-Effekt angesehen (HOBBS et al., 1993, ASSAAD et al., 1993). Die de novo-
Methylierung ist dabei nicht auf die symmetrischen Motive “CG” und “CXG” beschränkt
(INGELBRECHT et al., 1994, MEYER, 1995, FLAVELL, 1994, PARK et al., 1996).
Desweiteren ist das Methylierungsmuster am Integrationsort des Fremdgens für die Höhe der
Gen-Expression entscheidend (PRÖLS und MEYER, 1992).
CARVALHO et al. (1992) beobachteten, daß Tabakpflanzen, die für das ß-1,3-Glucanase
gn1-Gen aus N. plumbaginifolia unter der Kontrolle des 35S-Promotors hemizygot sind, eine
hohe Rate des Transkripts und des entsprechenden Proteins aufweisen, während in
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homozygoten Pflanzen beide stark supprimiert werden. Die Suppression erfolgt post-
transkriptionell, wie durch Run-off-Experimente gezeigt werden konnte. Als Ursache wird
keine DNA-DNA-Interaktion sondern vielmehr eine “transgene Überdosierung” im Genom
der Pflanzen angenommen. ELMAYAN et al. (1996) konnten an 11 Transformanten zeigen,
daß bereits eine Kopie eines Fremdgens in einer haploiden oder hemizygoten Pflanze
ausreicht, um einen “Silencing”-Effekt hervorzurufen, der jedoch bei den einzelnen
Transformanten zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftrat. Nach DEPICKER und MONTAGU
(1997) ist das transkriptionelle “Silencing” auf Sequenzhomologien in der Promotorregion
zurückzuführen, während posttranskriptionelles “Silencing” auf hoher Homologie im
transkribierten Bereich beruht.
Für das posttranskriptionelle “Silencing” werden von BAULCOMBE et al. (1996a, 1996b)
drei mögliche Mechanismen diskutiert, die alle die Produktion einer “antisense”-RNA
einbeziehen, um die Spezifität des Mechanismus zu erklären. Die erste Hypothese geht davon
aus, daß durch die Integration des Fremdgens in direkter Nachbarschaft zu einem
stromabwärts gerichteten Promotor eine “antisense”-RNA transkribiert. Zweitens kann die
Überschreitung eines Schwellenwerts bei der Transkription eines Gens dazu führen, daß die
finale Akkumulation herabgesetzt wird. Die dritte Hypothese geht von der Bildung abberanter
RNA aus. Diese abberante RNA entsteht z.B., wenn das Fremdgen trotz Methylierung
transkribiert wird. Folge ist auch hier die Aktivierung eines Cosuppressions-Mechanismus
und ein spezifischer Abbau aller sequenzhomologen RNAs. Auch bei dem von DEPICKER
und MONTAGU (1997) aufgezeigten Modell kommt es aufgrund epigenischer
Veränderungen und bestimmter physiologischer Bedingungen bei der Überexpression
chimärer Gene zum “Silencing”. Dabei fungiert eine unproduktive bzw. abberante RNA als
kritisches Signal, das über eine Kaskade zum Abbau aller mRNAs führt, die eine kritische
Sequenzhomologie überschreiten.
WASSENEGGER und PÉLISSIER (1998, 1999) postulieren, daß das “Silencing”-Phänomen
einem natürlichen Virus-Abwehr-Mechanismus ähnelt. Das aufgezeigte Modell geht davon
aus, daß die Transkription des Transgens durch eine DNA-DNA-Interaktion gestört wird und
eine abberante RNA entsteht. Diese abberante RNA dient wiederum einer zellulär-gerichteten
RNA-Polymerase als Template, die eine antisense-RNA produziert. Die entstehende
doppelsträngige RNA wird von einer spezifischen RNAse degradiert. Desweiteren wird
postuliert, daß die gebildete “antisense”-RNA Komponente eines beweglichen “Silencing”-
Signals ist, das von Zelle zu Zelle und über große Distanzen durch das Phloem weitergegeben
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wird. Dabei ist die Natur des Signals noch nicht geklärt. Vermutlich handelt es sich um
doppelsträngige RNA, die durch angelagerte Proteine oder durch Formation einer
Heteroduplex vor dem Abbau geschützt ist. Durch Pfropfungsexperimente konnten bereits
1997 von PALAUQUI et al. die Existenz eines migrationsfähigen Agens, das als “Silencing”-
Signal fungiert, nachgewiesen werden.
Da eine Vielzahl an Phänomenen die Expression von heterologen Genen beeinflussen kann,
ist es schwierig, eine Aussage darüber zu treffen, worauf die unterschiedlich hohen
Expressionen des ppc-Gens in den vorliegenden Pflanzen zurückzuführen ist. Aus den
vorhandenen Ergebnissen ist lediglich der Schluß möglich, daß die verschiedenen
Integrationsorte der Genkopien Einfluß auf die Expression haben, wie sich anhand der
Gegenüberstellung von spezifischer PEPC-Aktivität und genetischer Konstellation der
untersuchten Nachkommen zeigt. Genauere Erkenntnisse könnten durch Untersuchungen
bezüglich der vorhandenen mRNA-Menge sowie des Methylierungszustands der integrierten
DNA gewonnen werden. Aus oben genannten Gründen ist in diesem Fall kaum von einer
“Schwellenwert”-abhängigen posttranskriptionalen Regulierung auszugehen, da durch
Kreuzung auch Nachkommen erzeugt werden konnten, die eine höhere PEPC-Aktivität
aufweisen als die Eltern-Pflanzen.
Wie bereits bei der Southern-Analyse der Eltern-Pflanzen beschrieben, weist die transgene
Linie 3.LD15 im Gegensatz zur Linie 3.LD9 nur eine Kopie des cppc-Gens auf. Bei der
Southern-Blot-Analyse der Nachkommen aus der Kreuzung 3.LD9 x 3.LD15 zeigt sich, daß
ebenfalls durch die Kombination der Genkopien aus beiden Pflanzen eine Steigerung der
PEPC-Aktivität möglich ist, wie im Falle des Nachkommen 9x15-10 (4.6.2.3). Auffällig ist
jedoch, daß dies bei den Nachkommen 9x15-2 und 9x15-8 nicht der Fall ist, obwohl auch sie
beide Genkopien besitzen. Auch hier kann ein “Silencing”-Effekt angenommen werden, da
beide eine Genkopie der Eltern-Pflanze 3.LD9 doppelt vorliegen haben. Dabei scheint dieser
Effekt jedoch nicht durch die Kombination zweier Kopien an unterschiedlichen Stellen des
Genoms aufzutreten, wie es bei dem Nachkommen 9x15-10 gegeben ist. Die Nachkommen,
die den gleichen genetischen Status wie eine der Eltern-Pflanzen besitzen, entsprechen diesen
auch in den PEPC-Aktivitätswerten.
Die hier gefundenen Ergebnisse sprechen dafür, daß nur das Vorliegen von zwei Kopien am
gleichen Locus im Genom zum “Silencing” führt. Keines der oben beschriebenen Modelle
liefert dafür eine Erklärung, da auch für das DNA-DNA-Interaktionsmodell der Abbau der
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gesamten homologen RNA postuliert wird. Um einen kausalen Zusammenhang zwischen
genetischer Konstellation und Genexpression herzustellen, müßte eine grössere Anzahl an
Nachkommen diesbezüglich untersucht werden.
Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126
Neben einer hohen Aktivität der heterologen PEPC ist ebenfalls eine starke Expression des
Enzyms PEP-Synthetase erforderlich, um den unter 1.2 beschriebenen chloroplastidären CO2-
Konzentrierungsmechanismus zu etablieren. In unserer Arbeitsgruppe konnten bereits
transgene Linien erzeugt werden, die eine heterologe Überexpression des pps-Gens aus E. coli
aufweisen. Die PEPS wird durch Kopplung an eine endogene Transitpeptidsequenz in die
Chloroplasten importiert (PANSTRUGA et al. 1997). Durch Kreuzung der Linie 3.LD9 mit
den Linien ppsT42-20 und ppsT56-126, die eine hohe chloroplastidäre PEPS-Aktivität
aufweisen (HIRSCH, persönliche Mitteilung), wurden Nachkommen erzeugt, die außer der
PEPC aus C. glutamicum die PEP-Synthetase aus E. coli exprimieren. Mittels Western-Blot-
Analysen und ELISA konnten 21 Nachkommen identifiziert werden, die beide Enzyme in
unterschiedlich hohem Maße exprimieren (Tab. 4.6).
Zielsetzung der Kreuzungsexperimente war die Erzeugung transgener Linien die bezüglich
beider Enzyme eine sehr hohe Expression aufweisen. Mit den Linien 9x42-10 und 9x56-27,
die dieses Kriterium erfüllen, liegen geeignete Ausgangspflanzen zur weiteren Etablierung
von C4-spezifischen Genen vor.
5.3.2 Metabolitgehalt der transgenen Pflanzen
In den transgenen Pflanzen, die mit dem ppc-Gen aus C. glutamicum transformiert wurden, ist
das Enzym PEPC im Cytosol der Zelle lokalisiert, welches PEP als Akzeptormolekül für die
CO2-Fixierung benötigt. Die anapleurotische Reaktion des Enzyms PEPC dient der
Bereitstellung von Kohlenstoffgerüsten für die Stickstoffassimilation und damit der
Aminosäuresynthese. Damit nimmt das Enzym eine zentrale Stellung im Stoffwechsel der
Pflanze ein und stellt nach weithin akzeptierter Ansicht ein Schlüsselenzym in der Regulation
zwischen dem Kohlenstoff- und Stickstoff-Metabolismus der Pflanze dar (HUPPE und
TURPIN, 1994, GONZÁLES et al., 1998, GOLOMBEK et al., 1999). Das Substrat des
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Enzyms PEPC, PEP, ist das Ausgangssubstrat der Gluconeogenese und anderer Biosynthesen.
So spielt PEP ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Synthese aromatischer Aminosäuren und
der sich von diesen Substanzen ableitenden phenolischen Verbindungen sowie der
Fettsäuresynthese (FISCHER et al., 1997). In den Mesophyllzellen von C3-Pflanzen wird
PEP über einen Phosphoenolpyruvat/ Phosphattranslokator (PPT) in die Chloroplasten als
eine Vorstufe für die Fettsäuresynthese oder den Shikimatweg importiert (FLÜGGE, 1998).
Die Richtung des Transports von Metaboliten über Translokatoren hängt jedoch in der Regel
von der Richtung des Konzentrationsgradienten über der Membran ab (Dr. R. HÄUSLER,
persönliche Mitteilung).
In den mit dem pps-Gen aus E. coli transformierten Pflanzen ist das Enzym PEPS in den
Chloroplasten lokalisiert und katalysiert dort reversible Bildung von PEP aus Pyruvat, ähnlich
der Pyruvatorthophosphatdikinase in C4-Pflanzen (PANSTRUGA et al., 1997). Treten im
Chloroplasten aufgrund einer hohen Aktivität der PEPS hohe Konzentrationen an PEP auf, ist
also der Export von PEP ins Cytosol denkbar.
Aufgrund der erhöhten Aktivität der beiden Enzyme PEPS und PEPC ist ein direkter Einfluß
auf den Metabolitfluß in der Pflanze zu erwarten. Um diesen Einfluß zu untersuchen, wurde
der Gehalt an Malat, Gesamt-Kohlenhydrate, Glucose, Fructose, Sucrose, Gesamtstärke und
Aminosäuren in den Blättern der transgenen Linien bestimmt.
Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
Bei den transgenen Linien, die aus der Kreuzung 3.LD9 x 3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15
hervorgegangen sind und eine erhöhte PEPC-Aktivität aufweisen, tritt insgesamt ein erhöhter
Gehalt an Malat, Sucrose und Gesamtstärke auf, welcher jeweils mit der PEPC-Aktivität
positiv korrelliert. Im Falle der Aminosäuren zeigt sich dagegen nur ein schwacher, jedoch
nicht signifikanter Anstieg. Bei dem Gehalt an Gesamtkohlenhydraten, Glucose und Fructose
läßt sich keine signifikante Korrelation nachweisen (4.6.2.2). Bei allen Messungen traten
starke Schwankungen zwischen den einzelnen Messwerten auf, wie sie auch von anderen
Autoren bei der Metabolitgehaltsbestimmung in Kartoffelblättern beobachtet wurden
(RIESMEIER et al., 1993, BÜSSIS, 1995, PANSTRUGA, 1996).
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Der erhöhte Gehalt an Malat in den transgenen Linien ist durch die gesteigerte PEPC-
Aktivität zu erklären. Malat kann u.a. durch die Carboxylierung von PEP und die
nachfolgende Reduktion des Oxalacetats durch Malatdehydrogenase gebildet werden. Bei
einer erhöhten PEPC-Aktivität kann es demnach zu einem Anstieg des Malat-Gehaltes
kommen. Auch die Expression eines ppc-Gens aus Mais in transgenen Tabakpflanzen führte
zu einem signifikant erhöhten Malat-Gehalt in den Blättern der Pflanzen. Die Autoren führen
diese Erhöhung auf eine limitierte Kapazität der Pflanze zur Verwertung des Malat-Pools
zurück (HUDSPETH et al., 1992). Dagegen konnte PANSTRUGA (1996) in Blättern von
Sterilkulturpflanzen der Linie 3.LD9 keine Akkumulation von Malat nachweisen. Mögliche
Ursache dafür kann eine Umstellung des Stoffwechsels der Pflanze in Sterilkultur sein
(PANSTRUGA, 1996).
Die Erhöhung des Kohlenhydratgehalts (Sucrose und Gesamtstärke) ist schwieriger zu
erklären, da es sich nicht um direkte Folgeprodukte der Carboxylierungsreaktion handelt und
viele unterschiedliche Stoffwechselwege in der Zelle Einfluss auf deren Konzentration
nehmen. In der Zelle stellen Kohlenhydrate unter anderem Endprodukte der assimilatorischen
Aktivität dar. So dient die Stärke als Kohlenhydratspeicherform in den Chloroplasten und die
Sucrose als eine Transportform der Kohlenhydrate innerhalb der Pflanze. Obwohl neue
Erkenntnisse über die Regulation des Kohlenhydrat-Metabolismus gewonnen wurden (STITT
und SONNEWALD, 1995, FURBANK und TAYLOR, 1995), reicht das Wissen derzeit nicht
für eine eindeutige Interpretation aus. Aus diesem Grund können hier nur rein spekulative
Erklärungsmöglichkeiten angeführt werden.
Ein Grund für die Akkumulation von Sucrose und Stärke könnte im erhöhten Malatspiegel in
den Pflanzenzellen liegen. In den Schließzellen der Spaltöffnungen dient die Synthese von
Malat der elektrischen Neutralisation von einströmenden K+-Ionen bei der Öffnung der
Stomata (SCHULZ et al., 1992). Durch den hohen Gehalt an Kaliummalat erhöht sich das
osmotische Potential in der Zelle und es kommt zum Wassereinstrom, der einen Anstieg des
Tugordrucks und damit eine Öffnung der Stomata bedingt (HELDT, 1996). In Anlehnung an
dieses Modell ist ein erhöhter Wassergehalt der Mesophyllzellen aufgrund des hohen
Malatspiegels denkbar, welcher Einfluss auf den Abbau und Transport der
Assimilationsprodukte nehmen kann. Unterstützt wird diese These durch die Beobachtung,
daß das Frischgewicht/Blattfläche bei Pflanzen transgener Linien, die eine erhöhte PEPC-
Aktivität aufweisen, im Vergleich zu untransformierten Pflanzen deutlich höher ist, während
das Trockengewicht/Blattfläche unverändert ist (RADEMACHER, persönliche Mitteilung).
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Desweiteren könnte ein erhöhter Flux der gebildeten Photoassimilate in unterschiedliche
Biosynthesewege für die Stärke- und Sucrose-Anreicherung verantwortlich sein.
Untersuchungen zur Inkorporation von 14CO2 in die unterschiedlichen Metabolit-Fraktionen
nach Kurzzeit-Belichtung zeigen, daß weder der Sucrose- noch der Stärke-Metabolismus
kurzfristig durch die erhöhte PEPC-Aktivität betroffen sind und daneben auch keine
Akkumulation der Markierung in Malat auftritt (HÄUSLER et al., 1999). Dagegen ist der
Gehalt an diesen Metaboliten, wie oben aufgeführt, nach längerer Belichtungsperiode erhöht.
Dies spricht dafür, daß die Produkte der PEP-Carboxylierung nicht im Mesophyll akkumuliert
werden, sondern Oxalacetat oder Malat decarboxyliert werden und Pyruvat bzw. PEP
verstärkt in die Glycolyse und anschließend in den Citrat-Cyclus eingespeist werden
(HÄUSLER et al. 1999). Daß dabei jedoch, wie eigentlich zu erwarten, kein erhöhter Gehalt
an Aminosäuren in den Blättern auftritt, kann durch deren Export erklärt werden. Dieser
wurde für Aminosäuren, die sich aus der PEP-Carboxylierung herleiten, bereits nachgewiesen
(GLEIXNER et al., 1998).
Durch die Expression von C4-typischen Genen, die in den Kohlenstoff-Metabolismus
eingreifen, werden die Aktivitäten der endogenen Enzyme verändert. So steigt durch die
Überexpression von zwei ppc-Genen in Kartoffelpflanzen die Aktivität des endogenen
NADP-Malatenzyms sowie des NAD-Malatenzyms um den Faktor 3-4 an. Desweiteren
konnte auch eine erhöhte Aktivität weiterer Enzyme des Kohlenstoff-Metabolimus detektiert
werden (HÄUSLER, zur Veröffentlichung eingereicht). Diese Veränderungen der endogenen
Aktivitäten erschweren die Charakterisierung der physiologischen Effekte, die durch die
Überexpression der PEPC verursacht werden.
CO2-Kompensationspunkt
Als CO2-Kompensationspunkt (Γ) wird die CO2-Konzentration bezeichnet, bei der sich der
CO2-Verbrauch durch die Photosynthese und die CO2-Produktion durch die Atmung der
Pflanze gerade die Waage halten. Er ist bei den meisten Arten relativ konstant und beträgt bei
C3-Pflanzen 40 µl/l oder mehr (KRENZER et al., 1975). Bei der Bestimmung von Γ werden
jedoch Veränderungen in der “Dunkelatmung” im Licht (Rd) nicht erfaßt, wodurch die
Aussagekraft der Messwerte verringert wird. In Anlehnung an BROOKS und FARQUAHR
(1985) läßt sich der reelle CO2-Kompensationspunkt (Γ∗) sowie die respiratorische CO2-
Freisetzung im Licht bestimmen.
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Bei der Bestimmung von Γ der Eltern-Pflanzen 3.LD9 und 3.LD15 konnte im Vergleich zur
Kontrollpflanze Desirée keine Absenkung des Kompensationspunktes gemessen werden
(GEHLEN et al. 1996). Auch HUDSPETH et al. (1992) und KOGAMI et al. (1994) konnten
bei transgenen Tabakpflanzen, die mit einem ppc-Gen aus Mais transformiert wurden und
eine gegenüber Kontrollpflanzen verdoppelte PEPC-Aktivität aufwiesen, keine Absenkung
von Γ feststellen.
Dagegen zeigt die Bestimmung von Γ∗ bei den Pflanzen 3.LD9, sowie den Nachkommen
9x9-1 und 9x15-10, die eine sehr hohe PEPC-Aktivität aufweisen (>120 mU), eine deutliche
Absenkung des reellen Kompensationspunkts um 6 µl/l. Gleichzeitig tritt eine Zunahme der
respiratorischen CO2-Freisetzung im Licht (Rd) um 0,3 µmol m-2 s-1 auf (HÄUSLER et al.,
1999).
Bei der Betrachtung der Gesamtheit der untersuchten Linien, die PEPC überexprimieren
zeigte sich, daß der minimale Γ∗-Wert sowie der maximale Rd-Wert jedoch bereits bei einer
PEPC-Aktivität größer 80 mU auftritt und mit weiterer Aktivitätszunahme unverändert bleibt
(HÄUSLER et al., 1999).
Die Erniedrigung des CO2-Kompensationspunktes in C4-Pflanzen gegenüber C3-Pflanzen ist
auf eine Konzentrierung von CO2 in den Bündelscheidenzellen zurückzuführen, wodurch das
Verhältnis CO2/O2 in der unmittelbaren Nähe des Enzyms Rubisco erhöht wird. Damit wird
die Oxygenase-Aktivität des Enzyms und damit die Photorespiration unterdrückt
(LEEGOOD, 1997).
In Anlehnung daran könnte die Absenkung von Γ∗ auf einer Erhöhung des CO2/O2-
Verhältnisses im Mesophyll und damit auch in der Umgebung der RubisCO in den transgenen
C3-Pflanzen beruhen. Als Ursache dafür könnte eine gesteigerte Rate an
Decarboxylierungsreaktionen im Citrat-Cyclus angesehen werden, die durch den erhöhten
Flux an Oxalacetat oder Pyruvat (via NAD-Malatenzym aus Malat gebildet) bedingt ist
(HÄUSLER et al., 1999).
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Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und 3.LD9 x ppsT56-126
Bei den transgenen Linien, die neben dem PEP-Carboxylase-Gen aus C. glutamicum das PEP-
Synthase-Gen aus E. coli (ppsA) exprimieren, konnten für einige der untersuchten
Metaboliten signifikante Korrelationen zur PEPC-Aktivtät bzw. dem PEPS-Gehalt
nachgewiesen werden (4.6.3.2). So korrelieren der Gesamtkohlenhydrate-Gehalt und
Gesamtstärke-Gehalt negativ mit der Aktivität des Enzyms PEPC. Andererseits nehmen die
Gehalte an Sucrose, Fructose und Malat mit zunehmendem Gehalt der Blätter an PEPS ab.
Diesen Aussagen liegt die Betrachtung der Gesamtheit der Pflanzen zu Grunde und somit
werden lediglich tendenzielle Veränderungen widergespiegelt. Die Komplexität der
Meßergebnisse schließt die gleichzeitige Betrachtung der Metabolitgehalt-Verschiebungen
bezüglich beider Enzyme in den einzelnen Pflanzen aus.
Die an den katalytischen Reaktionen der Enzyme beteiligten Substrate und Produkte, wie
Pyruvat, PEP, Oxalacetat und indirekt Malat, sind überaus wichtige Metabolite im
pflanzlichen Stoffwechsel und sind an zahlreichen Prozessen beteiligt (MARTINOIA und
RENTSCH, 1994, STITT und SONNEWALD, 1995, FURBANK und TAYLOR, 1995). Der
PEP-Carboxylase selbst wird eine wichtige regulatorische Funktion im pflanzlichen
Metabolismus zugeschrieben (STITT und SONNEWALD, 1995). Die Auswirkung der
Beeinflussung intrazellulärer Konzentrationen der betroffenen Substanzen durch die
Expression der Fremdgene ist von daher ausgesprochen komplex und kann aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse nicht angemessen interpretiert werden. Im Nachfolgenden werden
daher rein spekulative Überlegungen angestellt.
Durch die Aktivität des Enzyms PEPS wird in den Chloroplasten vermehrt Pyruvat zu PEP
umgewandelt (PANSTRUGA et al., 1997). Im Normalfall weisen die Chloroplasten der
meisten Pflanzen keine vollständige enzymatische Ausrüstung zur Durchführung der
Glycolyse auf und sind deshalb auf den Import von PEP aus dem Cytosol angewiesen, um
Aminosäuren, Fettsäuren und Vorläufer des Shikimatweges synthetisieren zu können
(LIPKA, 1999). Der Import erfolgt über einen spezifischen Phosphoenolpyruvat
/Phosphattranslokator (FLÜGGE, 1998). Die Richtung des Transports ist dabei jedoch vom
Konzentrationsgefälle abhängig, so daß bei einem PEP-Überschuß im Chloroplasten ebenso
dessen Export ins Cytosol denkbar ist (HÄUSLER, persönliche Mitteilung). Im Cytosol ist
die PEPC lokalisiert, die das exportierte PEP zu Oxalacetat umsetzt und so eine
Einschleusung der Metabolite (Oxalacetat oder Malat) in die Mitochondrien und somit in den
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Citrat-Cyclus ermöglicht. Im Citrat-Cyclus kommt es zu der bereits erwähnten Sequenz von
Decarboxylierungsreaktionen, die insgesamt zu einer Erhöhung des CO2/O2-Verhältnisses
führt. Daneben kann das entstehende PEP auch in den Shikimatweg eingeschleust werden, wo
es zusammen mit Erythrose-4-Phosphat die Ausgangsprodukte der Synthese von
aromatischen Aminosäuren und anderen wichtigen Substanzen, wie Flavonoide, Alkaloide
und Lignin, darstellt (HELDT, 1996). Das Substrat der PEPS, Pyruvat, kann durch den Abbau
von Stärke oder Kohlenhydraten via Glycolyse in den Chloroplasten bereitgestellt werden
(HÄUSLER et al., zur Veröffentlichung eingereicht). Durch die hohe Aktivität des Enzyms
PEPS wird dabei ein Assimilatsog erzeugt, der den vermehrten Abbau von Photoassimilaten
in den Chloroplasten bedingt. Durch einen gesteigerten Flux der Metabolite könnte demnach
auch die Abnahme von Sucrose, Fructose und Malat in den transgenen Linien erklärt werden.
Wie HÄUSLER et al. (zur Veröffentlichung eingereicht) nachweisen konnten, steigt die
Aktivität von Enzymen, die am Metabolismus von PEP oder Produkten der PEP-
Carboxylierung beteiligt sind, in Pflanzen, die PEPC überexprimieren deutlich an. Im Falle
der vorliegenden transgenen Linien werden gleichzeitig zwei Enzyme des
Kohlenstoffwechsels überexprimiert, was weitreichendere Auswirkungen auf die endogenen
Enzyme haben dürfte. Um eine genauere Aussage zu ermöglichen, bedarf es einer
weitergehenderen Analyse der Pflanzen. Dazu könnte die Bestimmung der Aktivität
involvierter Enzyme, des reellen Kompensationspunktes sowie eine Untersuchung der
Kohlenstoffverteilung nach Inkubation mit 14CO2 hilfreich sein.
5.4 AUSBLICK
Mit den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten liegen jetzt die vollständigen
genomischen Sequenzen des stppc1 und stppc2-Gens aus S. tuberosum vor. In Southern-Blot-
Analysen konnte die Existenz mindestens eines weiteren ppc-Gens nachgewiesen werden,
dessen Isolierung und Sequenzierung zur weiteren Charakterisierung der ppc-Genfamilie
sinnvoll wäre. Northern-Blot-Analysen mit genspezifischen Sonden, wie den 3´- oder 5´-
untranslatierten Regionen, wären sinnvoll, um Aufschluß über das zeitliche und örtliche
Expressionsmuster der einzelnen Isogene zu erhalten. Damit könnte unter anderem ermittelt
werden, ob in der Kartoffel, ähnlich wie bei einigen anderen Pflanzen, eine PEPC-Form
existiert, die ausschließlich in den Wurzeln der Kartoffelpflanze exprimiert wird. In-situ-
Hybridisierungen wären weiterhin geeignet, um Erkenntnisse über eine eventuell vorliegende
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zellspezifische Expression der Gene zu gewinnen. Eine Fragestellung ist dabei, ob in den
Schließzellen der Blätter eines der Isogene besonders hoch exprimiert wird oder ob lediglich
eine hohe Translationsrate der mRNA für den raschen Malat-Aufbau verantwortlich ist, der
unter anderem Voraussetzung für die Öffnung der Stomata ist. Durch “footprinting”-
Experimente ließen sich vorhandene Bindungsfaktoren und spezifische Regionen in der
Promotorsequenz ermitteln, die u.a. für die hohe Transkription des Isogens verantwortlich
sein könnten.
Der zweite Themenbereich der Dissertation umfaßte die Erzeugung und Analyse von
transgenen Kartoffelpflanzen, die neben einer hohen PEPC-Aktivität auch einen hohen Gehalt
an PEPS aufweisen. Diese Pflanzen wurden hinsichtlich ihres Gehalts an einigen wichtigen
Metaboliten analysiert. Zum näheren Verständnis der Auswirkungen auf den Stoffwechsel
sollte die Entwicklung der Metabolitgehalte im Tagesverlauf gemessen werden, da die
Aktivität einiger involvierter Enzyme lichtabhängig ist. Darüber hinaus erscheint die
Bestimmung weiterer relevanter Metabolite (z.B. Pyruvat, PEP), die im Zusammenhang mit
der PEP-Carboxylierungsreaktion stehen sinnvoll. Die Messung des Gehaltes an
verschiedenen sekundären Pflanzenstoffen könnte Aufschluß darüber geben, inwieweit
weitere Stoffwechselwege, wie der Shikimatweg, durch die Expression der zusätzlichen Gene
beeinflusst werden. Bei den Pflanzen, die sowohl einen erhöhten Gehalt an PEPC als auch an
PEPS aufweisen, muß die Bestimmung des CO2-Kompensationspunktes Γ∗ Aufschluss
darüber geben, ob eine weitere Absenkung von Γ∗ erreicht werden kann. Daneben wären
Experimente zur Inkorporation von 14CO2 in die unterschiedlichen Metabolit-Fraktionen
sinnvoll, wie sie bereits mit den transgenen Linien durchgeführt wurden, die lediglich das
ppc-Gen überexprimieren.
Zur Realisierung des in der Einleitung dargestellten Modells zur Erhöhung der intrazellulären
CO2-Konzentration ist die Etablierung weiterer an diesem Zyklus beteiligter Enzyme
notwendig. Durch Transformation der transgenen Linie 3.LD9 (GEHLEN et al., 1997) mit
dem Me2 (NADP-Malatenzym)-Gen aus Flaveria pringlei, konnten doppelt transgene
Pflanzen erzeugt werden die eine weitere Abnahme des reellen CO2-Kompensationspunkt Γ∗
auf 20 µl/l bei schwacher Belichtung aufweisen (LIPKA et al., 1999; HÄUSLER, zur
Veröffentlichung eingereicht).
Mittlerweile stehen auch binäre Vektoren zur Verfügung, die die zur Vervollständigung des
Zyklus benötigten Gene enthalten. Um den Export von PEP aus dem Chloroplasten ins
Cytosol zu gewährleisten, wurde die Sequenz des TPT (Triosephosphat/Phosphat-
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Translokators aus Brassica oleracea kloniert (EMBL-Zugangsnummer U13632, FISCHER
et al., 1997).
Die zur PEPS funktionsanaloge Pyruvatortho-phosphatdikinase (PPDK) aus Flaveria
trinervia wurde inzwischen in Tabakpflanzen als funktionsfähiges Enzym exprimiert
(Rademacher, pers. Mitteilung). Alternativ zu dem in dieser Arbeit verwendeten
prokaryontischen ppc-Gen, konnte die PEPC-Aktivität in S. tuberosum auch durch Expression
einer mutierten Form des endogenen stppc1-Gens erhöht werden (RADEMACHER, in
Vorbereitung). Die gleichzeitige Expression beider ppc-Gene könnte zu einer weiteren
Erhöhung der PEPC-Aktivität führen, da aufgrund der unterschiedlichen DNA-Sequenzen
möglichenweise “Silencing-Effekte”, die besonders bei mehrfacher Integration eines
Transgens auftreten, vermieden werden.
Um Pflanzen zu erhalten, die alle zur Etablierung des CO2-Vorfixierungsmechanismus
benötigten Enzyme exprimieren, werden momentan verschiedene Strategien verfolgt:
Bereits vorhandene Linien, die das Gen für das NADP-abhängige Malatenzym aus Flaveria
pringlei sowie das ppc-Gen aus C. glutamicum exprimieren (LIPKA et al. 1999), werden
mittels Agrobakterien mit einem binärer Vektor transformiert, der die Gene für die
Pyruvatorthophosphatdikinase aus Flaveria trinervia und den Triosephosphat /Phosphat-
Translokator aus Brassica oleracea trägt (Prof. Kreuzaler, persönliche Mitteilung).
Alternativ zur Agrobakterien-vermittelten Transformation sollen die konstruierten
Pflanzenvektoren durch Partikelbeschuß in S. tuberosum eingebracht werden (Prof. Kreuzaler,
persönliche Mitteilung).
Die für den CO2-Konzentrierungsmechanismus erforderlichen Gene konnten zum Teil bereits
erfolgreich in N. tabacum exprimiert werden. Die Kreuzung dieser Linien stellt ebenfalls eine
vielversprechende Möglichkeit zur Erzeugung einer Linie mit erniedrigtem CO2-
Kompensationspunkt dar.
Daneben ist die Transformation von Arabidopsis thaliana und Weizen mit den vorhandenen
Pflanzenvektoren geplant. Arabidopsis-Pflanzen zeigen den Vorteil, daß sie sich sehr gut
kreuzen lassen und zudem geringe Generationszeiten aufweisen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG
Zur Reduktion der Photorespiration von C3-Pflanzen wurde am Institut für Biologie I der
RWTH-Aachen ein Modell entwickelt, das die Etablierung eines CO2-Vorfixierungs-
mechanismus in der Modellpflanze S. tuberosum vorsieht. Von zentraler Bedeutung ist dabei
die einleitende Carboxylierungsreaktion des Enzyms Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
(PEPC). Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit der Aktivitätssteigerung dieses Enzyms in
S. tuberosum.
Eine Möglichkeit zur Erhöhung der PEPC-Aktivität stellt die Überexpression endogener ppc-
Gene dar. Voraussetzung dafür ist die Charakterisierung der Gene. Zu diesem Zweck wurde
eine genomische Phagenbank von S. tuberosum durch Plaque- und Southern-Hybridisierung
auf das Vorhandensein von ppc-Genen untersucht, wobei als Sonden Fragmente des bereits
charakterisierten stppc1-Gens verwendet wurden. Aus 34 positiven Klonen wurden
letztendlich zwei identifiziert, die das stppc1- bzw. stppc2-Gen tragen. Die Inserts der
Phagenklone wurden subkloniert und die vollständige genomische Sequenz des stppc2-Gens
(8438 bp; EMBL Zugangsnummer AJ011844) und die Promotorsequenz des stppc1 Gens
(873 bp; EMBL Zugangsnummer AJ278827) bestimmt.
Mittels genomischer Southern-Blot-Analysen konnte darüber hinaus nachgewiesen werden,
daß mindestens drei ppc-Gene in S. tuberosum vorliegen.
Anhand von in situ-Hybridisierungen an Blattquerschnitten von S. tuberosum konnte gezeigt
werden, daß das stppc1-Gen in allen Blattzell-Typen gleichermaßen transkribiert wird.
Daneben kann durch die Überexpression prokaryotischer Gene eine hohe Enzymaktivität
erreicht werden, wie anhand des cppc-Gens aus C. glutamicum bereits gezeigt werden konnte
(GEHLEN, et al., 1997). Zur Selektion auf Regeneranten, die dieses Gen in sehr hohem Maße
exprimieren, wurde in einem weiteren Ansatz ein chimärer Pflanzenvektor zur Expression des
cppc-Gens und des hpt (Hygromycin B Phosphotransferase)-Gens aus E.coli unter der
Kontrolle eines 35S-Promotors konstruiert. Beide Gene wurden durch die sogenannte “BiP”-
Sequenz verbunden, die in tierischen Zellen eine “Cap”-unabhängige, interne Anlagerung der
Ribosomen an dicistronische mRNA erlaubt (MACEJAK und SARNOW, 1991). Mittels
dieser Sequenz sollte die gekoppelte Transkription beider Gene ermöglicht werden.
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Durch Selektion auf Hygromycin-resistente Regeneranten sollte eine Auswahl solcher
Pflanzen getroffen werden, die eine besonders hohe Expression der heterologen PEPC
aufweisen.
Das Konstrukt wurde zur „leaf-disc“-Transformation von N. tabacum via Agrobacterium
tumefaciens eingesetzt. Auf Hygromycin-haltigem Medium konnten keine Regeneranten
angezogen werden, so daß davon auszugehen ist, daß die Phosphotransferase entweder
fehlerhaft oder gar nicht gebildet wurde. Dagegen konnte das Vorliegen der prokaryontischen
PEP-Carboxylase in Western-Blot-Analysen und deren Aktivität im Enzymassay gezeigt
werden.
Durch Kreuzung bzw. Selbstung transgener Linien, die das Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
(PEPC)-Gen aus C. glutamicum stark exprimieren, wurden Pflanzen erzeugt, die gegenüber
den Elternpflanzen eine bis zu 6-fach erhöhte PEPC-Aktivität aufweisen.
Die Analyse ausgewählter Nachkommen, in denen im genomischen Southern-Blot ergab, daß
durch die Erhöhung der Kopienzahl des Fremdgens im Genom nicht zwingend eine
Aktivitätssteigerung erreicht wird und einige Nachkommen sogenannten “silencing”-Effekten
unterliegen.
Ebenfalls durch Kreuzung wurden transgene Linien erzeugt, die neben der prokaryontischen
PEPC das Enzym Phosphoenolpyruvat-Synthase (PEPS)-Gen aus E.coli exprimieren.
Das Vorliegen der prokaryotischen Enzyme wurde in den Nachkommen aus beiden
Kreuzungsansätzen mittels Western-Blot-Analysen untersucht. Desweiteren wurde die
Aktivität der PEP-Carboxylase mittels Enzymassay nachgewiesen.
Darüber hinaus wurden die Nachkommen hinsichtlich ihres Gehalts an physiologisch
bedeutsamen Metaboliten analysiert und untersucht, inwieweit Veränderungen des
Metabolitgehaltes mit der PEPC-Aktivität bzw. dem Gehalt an PEPS korrelieren. Während
bei den PEPC-Überexprimierern mit zunehmender Enzymaktivität der Gehalt an einigen
Metaboliten steigt, fällt dieser bei den Nachkommen, die beide Enzyme exprimieren, in der
Gesamtheit ab. Desweiteren zeigen einige der transgenen Linien, die eine sehr hohe PEPC-
Aktivität aufweisen, eine Reduktion des reellen CO2-Kompensationspunktes Γ∗ (HÄUSLER
et al. 1999).
Damit liegen geeignete transgene Linien vor, um durch sukkzessive Einbringung der
weiterhin erforderlichen Gene, den angestrebten CO2-Konzentrierungsmechanismus in
S. tuberosum zu etablieren.
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8 Anhang
8.1 Verzeichnis der Abkürzungen
Abb. Abbildung
A.dest. entionisiertes Wasser
Amp/Ampr Ampicillin/Ampicillinresistenz
AP Alkalische Phosphatase
ATP Adenosintriphosphat
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens
bp Basenpaare
BiP Schwere-Ketten-Bindungsprotein
CAM Crassulacean Acid Metabolism
CaMV Cauliflower Mosaic Virus
Cb/Cbr Carbenicillin/Carbenicillinresistenz
cDNA copy-DNA
C. glutamicum Corynebacterium glutamicum
CI Chloroform/Isoamylalkohol
cppc codierende Region des ccp-Gens von Corynebacterium glutamicum
CTAB Cetyl-Trimethyl-Ammonium-Bromid
CTP Cytidintriphosphat
cv. Kultivar, Sorte
dATP Desoxy-Adenosintriphosphat
dCTP Desoxy-Cytidintriphosphat
dGTP Desoxy-Guanosintriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat
dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat
DTT Dithiothreitol
dUTP Desoxy-Uridintriphosphat
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
et al. und andere
EtOH Ethanol
F. trinervia Flaveria trinervia
F. pringlei Flaveria pringlei
g Beschleunigung
h Stunde
kb Kilobasenpaare
Km/Kmr Kanamycin/Kanamycinresistenz
MCS Multiple Cloning site; Polylinker
Me2 NADP-Malatenzym-codierende Sequenz aus F. pringlei
MDH Malat-Dehydrogenase
mRNA messenger RNA
NAD+/NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte/reduzierte Form)
NADP+/NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(oxidierte/reduzierte Form)
N. tabacum Nicotiana tabacum
nos Nopalin-Synthase-Gen
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OAA Oxalacetat
ocs Octopin-Synthase-Gen
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
PCR Polymerase Chain Reaction
PEP Phosphoenolpyruvat
PEPC Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
PEPS Phosphoenolpyruvat-Synthetase
Pi anorganisches Phosphat
ppc Phosphoenolpyruvat-Carboxylase-Gen
pps Phosphoenolpyruvat-Synthetase-Gen
RNA Ribonukleinsäure
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
RuBisCo Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
SDS Natrium-Dodecylsulfat
stppc ppc-Gen von Solanum tuberosum
S. tuberosum Solanum tuberosum
Tab. Tabelle
TE 10 mM Tris/HCl (pH=7.6)/1 mM EDTA
TEMED N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin
Ti-Plasmid Tumor-induziertes Plasmid von A. tumefaciens
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
üN über Nacht
Vol Volumenteile
130
8.2 Meßwerte (Metabolitgehalt)
Tab. 8.1 Metabolitgehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x
3.LD9 und 3.LD9 x 3.LD15. Angegeben sind die Metabolitgehalte in µg Substanz/g
Frischgewicht als arithmetisches Mittel aus sechs Messungen mit Standardabweichungen.
PEPC-
Akt.
Malat AS Glucose Fructose Sucrose Ges-Koh.
Désirée 19,2 512±345 1336±156 513±516 526±541 908±540 11141±2835
3.LD9 83,6 314±321 2093±1003 480±221 310±334 1971±1020 15264±6206
3.LD15 56,0 2122±226 1524±217 473±501 375±490 2357±580 6401±1315
9x9   -1 121,1 2530±2112 1823±965 1997±1634 2502±2685 2920±2077 11879±4020
9x9   -7 101,6 1769±1338 2933±828 711±293 1084±731 4265±1080 11482±3838
9x9   -40 109,6 861±922 2396±482 877±538 772±381 1911±289 7065±1462
9x9   -52 51,6 1101±868 2010±543 461±349 587±313 2809±377 7357±1826
9x9   -64 53,4 2645±624 2434±163 1655±170 1673±300 3423±751 10522±1629
9x9   -66 39,4 1309±411 1658±418 695±535 823±637 2003±234 6430±647
9x15 –2 71,9 1978±807 2506±544 1603±1018 1913±1507 2297±869 11068±5647
9x15 –8 61,2 1169±376 3644±192 1039±250 1385±932 1413±1610 11466±1356
9x15–10 119,0 1463±900 2161±821 2648±1455 4181±2654 4942±3240 15786±7013
9x15–12 85,0 1983±525 2461±419 4902±2011 5125±2014 4552±1198 19466±3406
9x15–16 49,2 1633±348 2640±398 2023±607 1855±469 3278±558 15587±1450
9x15–20 76,1 2041±396 2052±319 3035±1709 3629±1783 3081±688 13786±7610
Tab. 8.2 Stärkegehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9
und 3.LD9 x 3.LD15. Angegeben ist der Stärkegehalte in µg Substanz/g Frischgewicht als
arithmetisches Mittel aus sechs Messungen mit Standardabweichungen.
PEPC-
Aktivität
lösliche Stärke unlösliche Stärke Gesamtstärke
Desirée 19,2 56,23 ± 17,57 40,05 ± 27,43 96,28 ± 42,31
3.LD9 83,6 298,45 ± 61,72 138,34 ± 21,76 436,79 ± 90,73
3.LD15 56,0 241,49 ± 57,80 101,08 ± 47,54 342,57 ± 70,89
9x9   -1 121,1 595,19 ± 123,42 65,60 ± 24,76 624,79 ± 214,71
9x9   -7 101,6 368,36 ± 164,70 200,43 ± 87,85 568,79 ± 239,27
9x9   -40 109,6 216,16 ± 69,84 123,13 ± 45,60 339,29 ± 109,15
9x9   -52 51,6 210,98 ± 145,25 126,40 ± 38,72 337,38 ± 179,21
9x9   -64 53,4 257,71 ± 69,06 132,74 ± 81,89 390,46 ± 70,23
9x9   -66 39,4 117,40 ± 61,34 105,92 ± 80,53 223,32 ± 74,71
9x15 –2 71,9 191,34 ± 80,07 160,00 ± 149,37 351,35 ± 206,06
9x15 –8 61,2 117,88 ± 48,97 113,08 ± 24,99 230,96 ± 69,90
9x15–10 119,0 493,97 ± 82,93 104,49 ± 91,78 598,32 ± 217,82
9x15–12 85,0 344,21 ± 144,78 147,66 ± 29,01 491,88 ± 150,84
9x15–16 49,2 415,92 ± 243,47 192,32 ± 80,76 608,25 ± 294,36
9x15–20 76,1 410,61 ± 132,04 145,16 ± 125,33 555,78 ± 272,38
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Tab. 8.3 Metabolitgehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x
ppsT42-20. Angegeben sind die Metabolitgehalte in µg Substanz/g Frischgewicht als
arithmetisches Mittel aus sechs Messungen mit Standardabweichungen
PEPC-
Akt.
Malat AS Glucose Fructose Sucrose Ges-Koh.
pS19 11,2 1182±606 1665±403 590±343 718±502 1427±632 8200±2466
9x42-1 49,5 1122±727 2715±520 1365±953 1173±1098 1193±755 12115±2944
9x42-2 57,5 1363±589 2075±665 1191±628 824±607 1163±525 10681±1602
9x42-4 35,0 1441±440 1690±216 1363±832 1716±1090 1486±449 9988±1760
9x42-5 107,3 1007±428 2256±244 1115±454 1099±520 970±470 6366±1328
9x42-6 112,5 1190±438 2106±372 2227±1320 2337±1636 1504±917 11045±3162
9x42-7 75,8 1604±320 2335±206 1667±534 1721±674 1272±351 11094±1714
9x42-8 17,6 777±277 2073±244 1009±424 769±554 1044±472 9379±970
9x42-9 60,6 905±586 2447±332 1073±856 554±416 879±612 12179±4238
9x42-10 52,9 532±247 2133±617 591±454 534±316 1273±1125 11483±2226
9x42-11 37,8 817±381 1957±277 1770±1119 1651±1638 1224±682 11190±1755
9x42-12 76,7 875±345 1900±503 1394±350 1029±522 1373±239 8818±1476
Tab. 8.4 Stärkegehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-
20. Angegeben ist der Stärkegehalte in µg Substanz/g Frischgewicht als arithmetisches Mittel
aus sechs Messungen mit Standardabweichungen.
PEPC-
Aktivität
lösliche Stärke unlösliche Stärke Gesamtstärke
pS19 11,2 41,82 ± 18,96 26,88 ± 5,31 68,71 ± 48,14
9x42-1 49,5 122,01 ± 33,71 202,76 ± 98,73 324,77 ± 126,77
9x42-2 57,5 202,76 ± 75,29 234,79 ± 145,11 437,55 ± 196,18
9x42-4 35,0 229,57 ± 100,61 303,30 ± 25,18 532,87 ± 114,60
9x42-5 107,3 91,23 ± 84,37 57,96 ± 22,67 149,19 ± 92,02
9x42-6 112,5 191,01 ± 123,22 141,25 ± 96,30 332,27 ± 315,65
9x42-7 75,8 177,89 ± 23,53 11,98 ± 5,58 189,87 ± 23,08
9x42-8 17,6 122,86 ± 82,98 59,73 ± 42,90 182,59 ± 66,78
9x42-9 60,6 134,60 ± 79,16 35,59 ± 38,70 170,19 ± 144,79
9x42-10 52,9 97,05 ± 22,56 229,66 ± 98,67 326,72 ± 116,81
9x42-11 37,8 146,68 ± 36,39 273,10 ± 162,92 419,79 ± 184,31
9x42-12 76,7 124,41 ± 34,25 220,76 ± 94,61 345,18 ± 101,72
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Tab. 8.5 Metabolitgehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x.
ppsT56-126. Angegeben sind die Metabolitgehalte in µg Substanz/g Frischgewicht als
arithmetisches Mittel aus sechs Messungen mit Standardabweichungen
PEPC-
Akt.
Malat AS Glucose Fructose Sucrose Ges-Koh.
pS 19 11,2 1182±606 1665±403 590±343 718±502 1427±632 8200±2466
9x56 –1 64,7 1011±274 2258±398 918±551 637±500 1854±967 7510±1375
9x56 –2 135,2 551±266 951±282 15±46 35±72 287±272 2214±1022
9x56 –3 55,9 1296±553 1980±249 1499±1055 1010±712 1846±688 7978±2755
9x56 –4 12,2 1117±633 2373±298 870±868 945±832 1353±271 8176±2224
9x56 –6 127,7 1819±541 3091±498 1778±1320 1427±1136 2026±985 9147±3859
9x56 –7 105,3 972±801 1922±561 1094±766 1417±1379 1859±1037 6071±3052
9x56 –8 72,7 413±375 1773±194 692±477 687±520 1379±441 4957±2382
9x56–10 35,0 800±382 2698±740 1324±1249 1053±860 1272±1067 8039±1599
9x56–12 16,6 1472±415 2919±778 2318±2496 1327±1619 1963±737 11607±3549
9x56-15 39,1 922±378 2451±558 1396±373 1414±393 3863±1160 12107±1773
9x56–17 63,3 1160±266 1964±475 971±849 642±680 2434±806 11549±1694
9x56-18 43,1 1463±289 2149±276 2892±1345 2829±1371 2772±604 13541±2459
9x56-19 139,5 482±438 1390±312 622±767 223±408 383±403 3447±811
9x56-20 12,1 810±468 1725±96 1449±1488 1583±1471 1652±1538 9609±1612
9x56–22 100,7 1827±617 1778±252 560±640 631±1071 1433±1677 9295±2381
9x56-24 47,4 1336±686 1822±196 340±312 247±286 1511±574 9396±1699
9x56-25 17,0 1391±918 2103±186 2297±1117 2276±1619 1971±745 14034±3116
9x56-26 71,4 155±242 1828±764 717±525 707±510 1108±737 5731±2999
9x56–27 80,6 1524±969 1785±301 1786±2103 1848±2141 3044±408 12228±3912
9x56-28 85,6 679±162 1851±420 940±470 769±448 479±223 7320±1880
9x56-29 112,6 478±211 1847±373 502±315 436±274 776±530 5645±1317
9x56-31 91,8 612±124 2007±149 814±474 510±327 738±467 6427±962
9x56-32 22,0 1529±611 2113±353 2072±1429 2305±1647 2039±845 13390±3867
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Tab. 8.6 Stärkegehalt der analysierten Nachkommen aus den Kreuzungen 3.LD9 x ppsT56-
120. Angegeben ist der Stärkegehalte in µg Substanz/g Frischgewicht als arithmetisches
Mittel aus sechs Messungen mit Standardabweichungen.
PEPC-
Aktivität
lösliche Stärke unlösliche Stärke Gesamtstärke
pS 19 11,2 41,82 ± 18,96 26,88 ± 5,31 68,71 ± 48,14
9x56 –1 64,7 65,32 ± 44,01 141,88 ± 83,29 207,21 ± 123,09
9x56 –2 135,2 27,08 ± 13,46 46,60 ± 25,44 73,68 ± 47,73
9x56 –3 55,9 220,46 ± 62,74 211,16 ± 62,35 431,62 ± 111,55
9x56 –4 12,2 105,92 ± 85,72 112,13 ± 77,54 218,05 ± 155,20
9x56 –6 127,7 121,22 ± 71,20 146,82 ± 124,42 268,04 ± 194,22
9x56 –7 105,3 129,78 ± 79,01 141,76 ± 62,24 271,55 ± 97,11
9x56 –8 72,7 143,99 ± 58,13 195,40 ± 89,31 250,18 ± 187,01
9x56–10 35,0 113,82 ± 58,57 202,88 ± 138,37 316,70 ± 188,95
9x56–12 16,6 102,52 ± 37,46 28,43 ± 12,72 130,96 ± 38,83
9x56-15 39,1 131,72 ± 91,60 26,31 ± 28,31 158,03 ± 135,32
9x56–17 63,3 120,98 ± 95,83 238,45 ± 103,04 359,44 ± 166,09
9x56-18 43,1 78,32 ± 10,47 128,35 ± 47,40 206,67 ± 55,80
9x56-19 139,5 20,40 ± 8,71 21,19 ± 4,06 41,60 ± 11,44
9x56-20 12,1 130,40 ± 41,44 269,82 ± 123,97 400,23 ± 142,39
9x56–22 100,7 120,90 ± 35,79 228,09 ± 67,07 349,00 ± 95,23
9x56-24 47,4 66,50 ± 15,24 194,47 ± 43,05 260,98 ± 52,65
9x56-25 17,0 249,66 ± 86,66 167,25 ± 34,79 416,91 ± 75,91
9x56-26 71,4 45,39 ± 11,89 12,07 ± 10,43 57,46 ± 17,81
9x56–27 80,6 480,19 ± 199,63 29,75 ± 11,99 509,95 ± 196,32
9x56-28 85,6 71,38 ± 33,92 12,41 ± 10,42 83,80 ± 44,59
9x56-29 112,6 41,47 ± 25,78 13,35 ± 4,95 54,82 ± 31,55
9x56-31 91,8 41,55 ± 9,75 4,54 ± 6,91 46,10 ± 23,78
9x56-32 22,0 143,18 ± 93,57 6,74 ± 1,26 149,93 ± 101,99
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8.3 Graphische Auswertung (Metabolite)
Korrelationen zwischen dem Gehalt (µg/g Frischgewicht) an Malat, Sucrose sowie
Gesamtstärke und der PEPC-Aktivität bei den Nachkommen der Kreuzungen 3.LD9 x 3.LD9
und 3.LD9 x 3.LD15.
Als Kontrollpflanzen wurden jeweils solche Nachkommen verwendet, bei denen sich keine
PEPC aus C. glutamicum nachweisen ließ (   ,    ).
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Korrelationen zwischen dem Gehalt (µg/g Frischgewicht) an Sucrose, Fructose und Malat und
dem Gehalt an PEPS einerseits sowie der Gesamtstärke und der Gesamtkohlenhydrate und der
PEPC-Aktivität andererseits bei den Nachkommen der Kreuzungen 3.LD9 x ppsT42-20 und
3.LD9 x ppsT56-126.
Als Kontrollpflanzen wurden jeweils solche Nachkommen verwendet, bei denen sich keine
PEPS aus E. coli nachweisen ließ (   ,    ).
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